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กลไกสงถายสัญญาณจากแรงกดเชงิกลตอการแสดงออกของออสติโอพอนทินและรีเซบเตอร  

แอคทิเวเตอร ออฟเอ็นเอฟแคบปาบ ีไลแกนในเซลลเอ็นยึดปรทิันต 

 

บทคัดยอ 

 เซลลเอ็นยึดปริทันต เปนเซลลที่ตองสัมผัสกับแรงอยูเกือบตลอดเวลา เชนเดียวกับเซลลกระดูก ทั้งนี้ เพื่อรักษาสมดุล

ของเนื้อเยื่อปริทันต และปองกันอันตรายที่จะเกิดกับกระดูกเบาฟน และอันตรายตอตัวฟน เพื่อใหฟนสามารถทํางานไดอยางมี

ประสิทธิภาพ  ในการศึกษาครั้งนี้ มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของแรงกดเชิงกลที่มีตอเซลลเอ็นยึดปริทันต โดยเฉพาะในแงของ

การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของโปรตีนออสติโอพอนทินและ รีเซ็บเตอร แอคทิเวเทอร ออฟนิวเคลียรแฟคเตอร แคปปาบีไล

แกน หรือ แรงคไลแกน รวมทั้งกลไกการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น  ในการทดลองจะใช เซลลเอ็นยึดปริทันตที่เพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อ

ปริทันต ของฟนของผูปวยที่มาถอนฟนเพราะเปนฟนคุด หรือเพื่อการจัดฟน  และกระตุนเซลลดวยแรงกดเชิงกลโดยตรง การวัด

การเปลี่ยนแปลงของระดับอารเอ็นเอนํารหัส และระดับโปรตีน จะทําดวยวิธี รีเวอรส ทรานสคริบชัน โพลีเมอรเรสเชนรีแอคชัน 

และเวสเทอรน ตามลําดับ ผลการทดลองพบวา แรงกดเชิงกลกระตุนการเปด เฮมิแชนแนล บนผิวเซลล โดยเฉพาะ คอนเนคซิน 

43 และปลดปลอย อะดีโนซีน ไตรฟอสเฟต หรือ เอทีพี ออกจากเซลล และ เอทีพีจะทําหนาที่เปนไลแกน กระตุนการทํางานของ

ตัวรับ พี 2 วายบนผิวเซลล โดยผลของการกระตุนตัวรับพี 2 วาย1 จะทําใหระดับการสรางโปรตีนและการแสดงออกของออสติ

โอพอนทินเพิ่มขึ้น รวมทั้งเพิ่มการหลั่ง พรอสตาแกลนดิน อี2 มากขึ้น  และนําไปสูการเพิ่มระดับการแสดงออกและการสราง

โปรตีนแรงคไลแกน  โดยการเพิ่มขึ้นของออสติโอพอนทินและแรงคไลแกน อาจจะมีผลในการกระตุนการเพิ่มจํานวนและการ

ทํางานของเซลลทําลายกระดูกได  กลาวโดยสรุป แรงกดเชิงกล สามารถกระตุนการตอบสนองของเซลลเอ็นยึดปริทันตได

โดยตรง เชนเดียวกับเซลลกระดูก และผลของแรงกดเชิงกลสามารถเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวของกับการทําลาย

กระดูกสองชนิด คือ ออสติโอพอนทินและแรงคไลแกนผานทางการทํางานของเอทีพีและตัวรับพี2 ผลการทดลองนี้ ชี้ถึงบทบาท

ใหมของเอทีพี ตัวรับพี2วาย และเฮมิแชนแนลโปรตีนที่สัมพันธกับการควบคุมการทํางานของเซลลเอ็นยึดปริทันตที่ตอบสนอง

ตอแรงกดเชิงกล 
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The signaling pathway of mechanical stress on the expression and receptor activator of NFkB 

ligand in human periodontal ligament cells 

 

Abstract 

  The  function of periodontal  ligament  (PDL) cells  is to control homeostasis and prevent 

damage of periodontal tissue in order to maintain the function of the tooth.  Therefore, these 

cells, similar to osteoblast, always receive the mechanical stress from the mastication, speech 

and orthodontic forces.   The aims of this study are to examine the effect of mechanical stress 

on  PDL  cells,  particularly  on  the  expression  of  osteopontin  (OPN)  and  receptor  activator  of 

nuclear  factor  kappa  B  ligand  (RANKL)  and  the  mechanisms  involved.    PDL  cells  were 

established  from  periodontal  tissue  of  extracted  wisdom  teeth  or  teeth  extracted  for 

orthodontic treatment.  PDL cells were treated with compressive forces and the changes in the 

expression  and  synthesis  of  OPN  and  RANKL  were  observed  by  reverse  transcription 

polymerase  chain  reaction  and  Western  analysis,  respectively.    The  results  showed  that 

compressive  force  directly  induced  the  opening  of  hemichannel  gap  junction,  especially 

connexin43  (Cx43)  in  PDL  cells,  resulted  in  the  release  of  ATP  into  extracellular  space.  

Extracellular  ATP  could  activate  the  P2  receptor  on  the  cell  surface.    Activation  of  P2Y, 

especially P2Y1 receptor  increased the expression and synthesis of OPN and also  induced the 

release of prostaglandin E2 (PGE2).  Subsequently, PGE2 induced the expression and synthesis 

of  RANKL.    Increase  of OPN  and  RANKL  could  facilitate  the  differentiation  and  activation  of 

osteoclast.    In  conclusion,  this  study  reveals  the  novel  function  of  ATP,  P2Y  receptor  and 

hemichannel proteins in the regulation of PDL cell function. 

 



5 

 

Executive Summary 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

1. เพื่อศึกษากลไกของแรงกดเชิงกลที่กระตุนการแสดงออกของ RANKL และ OPN ในเซลลเอ็นยึดปริทันตในแงของ 

(1) ความสัมพันธของการกระตุนดวยแรงกดเชิงกลในการกระตุนการหลั่ง ATP  

(2) ผลของ ATP ที่ถูกหลั่งออกมากับการกระตุนการแสดงออกของ RANKL และ OPN  

(3) ความสัมพันธของ P2 receptors (ATP receptor) กับการกระตุนการแสดงออกของ RANKL และ OPN 

2. เพื่อศึกษาความสัมพันธของการแสดงออกของ P2 receptor subtypes ในเซลลเอ็นยึดปริทันตมนุษย ในแงของ  

(1) ความสัมพันธของการแสดงออกของ P2 receptor ตางๆ กับ ระยะตางๆในการเติบโต (Differentiation stage) ของ

เซลลเอ็นยึดปริทันต  

(2) ความสัมพันธในการกระตุนดวยแรงกดเชิงกลกับการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ P2 receptor ชนิดตางๆ  

3. เพื่อศึกษาความสัมพันธ (Crosstalk) ระหวางสัญญาณของ P2 receptors กับสัญญาณอื่นๆที่เกี่ยวของกับการกระตุนการ

แสดงออกของ RANKL และ OPN จากแรงกดเชิงกลในเซลลเอ็นยึดปริทันตมนุษย ไดแก ความสัมพันธระหวาง P2 

receptors กับ COX-2 ในการกระตุน RANKL และกับ Rho kinase ในการกระตุน OPN 

 

ผลการดําเนินการพบวา 

1. แรงกดเชิงกลสามารถกระตุนการหลั่ง ATP ในเซลลเอ็นยึดปริทันต 

2. การหลั่ง ATP จากผลของแรงกดเชิงกล เกิดผาน gap junction hemichannel โดยเฉพาะ connexin 43 

3. การกระตุนการเปด hemichannel สัมพันธกับการเพิ่มระดับแคลเซียมภายในเซลล แบบ thapsigagin-sensitive 

และ IP3-dependent pathway 

4. ATP กระตุนการแสดงออกของ RANKL และ OPN ในเซลลเอ็นยึดปริทันต จะเกิดผานทาง P2Y1 receptor  

5. การกระตุนการแสดงออกของ OPN ในเซลลเอ็นยึดปริทันต จะสัมพันธกับ Rho kinase 
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6. Extracellular ATP กระตุนการแสดงออกของ RANKL โดยการสงสัญญาณผานทาง P2Y1 receptor และ

กระตุนการทํางานของ PKA/NFkB ซึ่งจะไปเพิ่มการหลั่ง PGE2 จากนั้น PGE2 จึงจะไปกระตุนการสราง 

RANKL 

7. เซลลเอ็นยึดปริทันต มีการแสดงออกของ P2 receptor หลายชนิด ไดแก P2X7, P2Y1, P2Y2 และP2Y4 

receptors 

8. เซลลเอ็นยึดปริทันตปลอย ATP ออกจากเซลลผานทาง hemichannel เมื่อไดรับแรงกดเชิงกล 

9. เซลลเอ็นยึดปริทันตมีการแสดงออกของ hemichannel หลายชนิด แตชนิดที่เกี่ยวของกับการปลอย ATP เมื่อ

เซลลรับแรงกดเชิงกล คือ connexin 43 
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บทนํา 

เนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต (periodontal tissue) เปนอวัยวะที่ทําหนาที่ยึดฟนใหติดอยูกับกระดูกเบาฟน (alveolar 

bone) นอกจากนี้ ยังทําหนาที่ในการพยุงฟนและถายทอดแรงที่ผานมาจากฟนไปยังกระดูกเบาฟนดวย  

เซลลของเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต หรือเซลลเอ็นยึดปริทันต (periodontal ligament cells) เปนเซลลที่ทําหนาที่ในการ

ควบคุมสมดุลของเนื้อเยื่อปริทันต (periodontal homeostasis) โดยการควบคุมสมดุลการสรางและการปรับเปล่ียน (turnover) 

ของเนื้อเยื่อปริทันต เพื่อรักษาปริมาณของเนื้อเยื่อใหมีความเหมาะสมกับการทําหนาที่  

 การที่เซลลเอ็นยึดปริทันตทําหนาที่ในการพยุงฟน ทําใหเซลลเหลานี้ ตองสัมผัสกับแรงอยูเกือบตลอดเวลา

เชนเดียวกับเซลลกระดูก  โดยในกรณีของกระดูก เซลลที่ทําหนาที่ในการรับรูแรง คือเซลล osteocytes ซึ่งอยูภายในเนื้อเยื่อ

แข็ง โดยอยูในโครงสรางที่เรียกวา ลาคูนา (lacuna)  เซลล osteocytes จะมีแขนงจํานวนมากทอดผานไปในทอเล็กๆ ที่เรียกวา 

canaliculi  โดยทอเหลานี้ เปนชองทางติดตอระหวางลาคูนาโดยรอบ และติดตอกับเซลลกระดูก osteoblast ที่ผิวกระดูก   

ภายในทอเหลานี้ จะมี tissue fluid ไหลผาน และเมื่อกระดูกไดรับแรง ก็จะทําใหเกิดการบิดตัวของ bone matrix และสงผลตอ

การไหลของ tissue fluid เกิดเปนแรงเฉือนไปบนผิวเซลล osteocytes และกระตุนใหเกิดการตอบสนองของเซลล  มีรายงานวา 

แรงสามารถกระตุนการเพิ่มขึ้นของโมเลกุลส่ือสัญญาณภายในเซลล (secondary messenger) ซึ่งนําไปสูการเปลี่ยนแปลงการ

แสดงออกของยีน กระบวนการดังกลาวนี้ เรียกวา mechanotransduction (Turner and Pavalko, 1998) 

ในกรณีของเซลลเอ็นยึดปริทันต มีรายงานวา สามารถตอบสนองตอแรงไดโดยตรงเชนเดียวกับเซลลกระดูก  โดยการ

กระตุนเซลลดวยแรงกดเชิงกล หรือ แรงดึง สามารถกระตุนการตอบสนองของเซลลเอ็นยึดปริทันตได อยางไรก็ดี ยังไมมีความ

ชัดเจนวาเซลลเอ็นยึดปริทันตสามารถรับรูตอแรงไดอยางไร 

ในกรณีของแรงกดเชิงกล (mechanical stress) มีรายงานทั้งในเซลลกระดูก และในเซลลเอ็นยึดปริทันตวา สามารถ

เพิ่มระดับการสรางและการแสดงออกของโปรตีนที่ชื่อวา รีเซบเตอร แอคทิเวเตอร ออฟเอ็นเอฟแคบปาบี ไลแกน (receptor 

activator of NFkB ligand or RANKL) ซึ่งเปนโปรตีนที่เหนี่ยวนําดิฟเฟอเรนชิเอท และกระตุนการทํางานของเซลลสลาย

กระดูก (osteoclast) โดยในเซลลเอ็นยึดปริทันตกลไกที่เกิดขึ้นสงสัญญาณผานทางไซโคลออกซิจิเนส-2 (Cyclooxygenase-2 



8 

 

หรือ Cox-2) ซึ่งผลดังกลาวสอดคลองกับรายงานที่แสดงวา แรงกดเชิงกลสามารถกระตุนการทําลายกระดูก (Kanzaki et al., 

2002; Yamaguchi et al., 2006; Evans et al., 2006) 

อยางไรก็ดี นอกเหนือจาก RANKL แลว ยังมีโปรตีนอีก 2 ชนิดที่เกี่ยวของกับการทํางานของเซลลทําลายกระดูก คือ 

ออสติโอโปรทีเจอริน (osteoprotegerin or OPG) และ ออสติโอพอนทิน (osteopontin or OPN)  

ออสติโอโปรทีเจอริน หรือ OPG เปนโปรตีนที่พบในป 1997 ทําหนาที่ในการยับยั้งการทํางานของเซลลสลายกระดูก 

โดยการจับกับ RANKL ดังนั้น สมดุลของการสราง RANKL และ OPG ในเนื้อเยื่อ เปนปจจัยสําคัญในการควบคุมการทํางาน

ของเซลลทําลายกระดูก (Simonet et al., 1997; Tsuda et al., 1997) 

ออสติโอพอนทิน หรือ OPN ซึ่งเปนโปรตีนตัวหนึ่งที่จําเปนสําหรับการทํางานของเซลลทําลายกระดูก ผลการศึกษา

พบวา OPN ทําหนาที่เกี่ยวของกับการเคลื่อนที่และการยึดเกาะของเซลลทําลายกระดูก และยังทําหนาที่เปนปจจัยดึงดูดเซลล

ทําลายกระดูก (chemotaxis factor) ใหเขามาในบริเวณที่มีการละลายของกระดูกดวย ความสําคัญของ OPN ตอการทําหนาที่

ของเซลลทําลายกระดูก จะเห็นไดชัดจากผลจากการศึกษาในหนูที่ไมมีการแสดงออกของออสติโอพอนทิน (osteopontin-null 

mice) โดยจะพบวา หนูเหลานี้มีความผิดปรกติของกลไกการทําลายกระดูก ซึ่งการขาด OPN อาจสงผลใหการทํางานของเซลล

ทําลายกระดูกเกิดไดไมสมบูรณ เนื่องจากขาดปจจัยที่ชวยชักนําการเคลื่อนที่เขามาของเซลลทําลายกระดูก หรือ ขาดปจจัยที่

สนับสนุนการยึดเกาะของเซลลกับผิวกระดูก (Ihara et al., 2001; Ishijima et al., 2002; Chellaiah et al., 2003) 

รายงานในสัตวทดลองโดย Terai และคณะ (1999) และ Fujihara และคณะ (2006) แสดงผลวาการเพิ่มแรงกด

เชิงกลในกระดูกเบาฟนโดยการดึงฟน สามารถเพิ่มการสราง OPN ในเซลลกระดูก  และจากการศึกษาในเซลลเอ็นยึดปริทันต

มนุษยพบวาแรงกดเชิงกลสามารถกระตุนการแสดงออกของ OPN ไดเชนกัน โดยผานทางโรหไคเนส (Rho kinase pathway) 

(Wongkhantee et al.,2007) แสดงใหเห็นวา OPN เปนโปรตีนหลักตัวหนึ่งที่ถูกกระตนการแสดงออกเมื่อเซลลเอ็นยึดปริทันต

ไดรับแรงกดเชิงกลเชนเดียวกับที่เกิดกับเซลลกระดูก  แตอยางไรก็ดี ขอมูลการศึกษาในเซลลเอ็นยึดปริทันตยังมีอยูนอยมาก

เม่ือเทียบกับการศึกษาในเซลลกระดูก และกลไกการกระตุนการแสดงออกของ RANKL หรือ OPN จากแรงกดเชิงกลที่มีตอ

เซลลเอ็นยึดปริทันตก็ยังไมชัดเจน 
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จากการศึกษาในเซลลกลามเนื้อเรียบ พบวา Rho kinase มีสวนเกี่ยวของกับการแสดงออกของ OPN (Chaulet et 

al., 2001, Kawamura et al., 2004) และการกระตุนนี้เกิดจากการใชนิวคลีโอไทด (Nucleotides) หรือการใชกลูโคสปริมาณสูง  

รายงานเหลานี้ สนับสนุนแนวคิดวา นิวคลีโอไทดมีบทบาทสําคัญตอการแสดงออกของ OPN  โดยนิวคลีโอไทดชนิดที่รูจักดีคือ 

ATP (Adenosine triphosphate) ซึ่งมีรายงานวา สามารถทําหนาที่ เปนตัวสงตอสัญญาณภายนอกเซลล (extracellular 

messenger) ในเนื้อเยื่อหลายชนิด (Burnstock and Knight, 2004)   

มีรายงานวาเซลลหลายชนิด เม่ือถูกกระตุนดวยแรงเชิงกล จะตอบสนองโดยการหลั่ง ATP ออกมาและ ATP นี้จะสง

ตอสัญญาณผานตัวรับ (Receptors) ชนิด Purinergic membrane receptors หรือ P2 receptors (Schwiebert, 2000)  การ

หล่ัง ATP ที่เกิดขึ้นทําหนาที่เปนทั้งสารสงสัญญาณเชิงกล (Mechano-transductor) ผานไปยังเซลลขางเคียงหรือตัวเซลลเอง 

(Nakano et al., 1997; Yamamoto et al., 2000; Furuya et al., 2005) ตัวอยางการศึกษาในเซลลกระดูกพบวา ATP สามารถ

กระตุนการสราง IL-6 แตยับยั้งการแสดงออกของ OPG นอกจากนั้น ATP ยังกระตุนการทํางานของเซลลออสทิโอคลาสผาน

ทางการกระตุนการแสดงออกของ RANKL (Buckley et al., 2002)  จากขอมูลเหลานี้อาจกลาวไดวา ATP คือปจจัยสําคัญตัว

หนึ่งในการควบคุมสมดุลยของกระดูก   

 ตัวรับ พี (P receptor) เปนตัวรับบนผิวเซลลที่รับรูตอ พิวรีน (purine) และ พิริมีดีน (pyrimidine) ซึ่งสวนใหญ ไดแก 

อะดีโนซีน (adenosine), ATP, อะดีโนซีนไดฟอสเฟต (adenosine diphosphate, ADP) และ ยูราซิลไตรฟอสเฟตยูทีพี (uracil 

triphosphate, UTP) ที่อยูภายนอกเซลล ตัวรับกลุมนี้ แบงออกเปนตัวรับ พี 1 (P1 receptor) และตัวรับ พี 2 (P2 receptor)  

โดย ligand หลักของ P1 receptor คือ อะดีโนซีน สวนไลแกนดหลักของ P2 receptor คือ นิวคลีโอไทด ได และไตรฟอสเฟต 

ไดแก ATP, ADP และ UTP  

 P2 receptor ถูกคนพบและรายงานในป ค.ศ. 1978 และตอมาพบวาตัวรับในกลุมนี้ สามารถแบงออกเปนกลุมยอย

ได 2 กลุม คือ พี 2 เอกซ (P2X) และ พี 2 วาย (P2Y) ประกอบดวยสมาชิกเทาที่คนพบในปจจุบัน 15 ชนิด ไดแก P2X 7 ชนิด 

คือ P2X1, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 และ P2X7 และ P2Y อีก 8 ชนิด คือ P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, 

P2Y13 และ P2Y14 
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โครงสรางของตัวรับ P2X ประกอบดวยหนวยยอย 3 หนวย (3 subunits) โดยแตละหนวย มีลักษณะเปน ทูทรานส

เม็มเบรนโดเมน (two transmembrane domain) เชื่อมตอกันดวย ซีสเทอีนลูป (cysteine containing extracellular loop) 

และหนวยยอยเหลานี้ จะมาประกอบกันเปนแคตอิออนแชนแนล (cation channels) (ดูรูป)   ดังนั้น ในสภาวะปกติ เม่ือกระตุน

การทํางานของตัวรับ P2X จะทําใหเกิดการไหลผานของ โซเดียมอิออน และ แคลเซียมอิออน เขาสูเซลล และโปแตสเซียมอิ

ออน ผานออกจากเซลล   นําไปสูการลดลงของความตางศักยของผิวเซลล (depolarization)   นอกจากนี้ การเพิ่มระดับของ

แคลเซียมอิออน ยังกระตุนการสงผานสัญญาณภายในเซลลไดดวย  

สวนโครงสรางของตัวรับ P2Y จะเปนตัวรับในกลุม เซเวน ทรานสเม็มเบรนโดเมน (seven transmembrane domain) 

ที่มีปลายทางดานอะมิโน (amino or N-terminus) อยูดานนอกของเซลล (extracellular N-terminal) และปลายดานคารบอกซี 

(carboxy or C-terminus) อยูภายในเซลล จัดเปนสมาชิกของกลุมตัวรับบนผิวเซลลที่ชื่อวา จีโปรตีนคอบเปล รีเซ็บเตอร (G-

protein coupled receptor; GPCR)  

 

ภาพแสดงโครงสรางของตัวรับพี 2 
โครงสรางของตัวรับพี 2 ซ่ึงแบงออกเปน 2 กลุม คือ P2X และ P2Y โดยตัวรับ P2X จะมีโครงสรางเปน อิออน แชนแนล (ion channel) 

สวนตัวรับ P2Y จะมีโครงสรางเปนเซเวน ทรานสเม็มเบรนโดเมน (seven transmembrane domain) 

 

เซลลในรางกายเราสวนใหญ จะพบตัวรับ พี 2 อยูบนผิวเซลล อยางไรก็ดี เซลลแตละชนิด จะมีชนิด และปริมาณของ

ตัวรับ พี 2 ชนิดยอยแตกตางกันไป เชน ในเซลลแอสโตรไซท (astrocytes) จะพบ P2X1-7 และ P2Y1,2,4,6  เซลลบุหลอด
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เลือดจะพบ P2X1,4 และ P2Y1,2  เซลลตับจะพบ P2Y1,4,6,13 ในขณะที่เซลลสลายกระดูกจะพบ P2X2,4,7 และ P2Y1,2 

(Hoebertz et al., 2003) สําหรับเซลลเอ็นยึดปริทันต จะพบการแสดงออกของ P2X7 และ P2Y1,2,4 (งานวิจัยครั้งนี้) 

ดังกลาวแลววา ไลแกนดหลักตัวหนึ่งของ ตัวรับ พี 2 คือ ATP   ซึ่งโดยปกติแลว ATP จะถูกสรางขึ้นจากกระบวนการ

สลายน้ําตาล หรือไขมัน ภายในเซลล และทําหนาที่เปนแหลงพลังงานภายในเซลล โดย ATP จะเปนตัวสงผานพลังงานไปยัง

โมเลกุลตางๆ สําหรับกิจกรรมภายในเซลล   นอกจากนี้ ATP ยังเปนซับสเตรท (substrate) ของเอนไซม อะดีนีเลท ไซเคลส 

(adenylate cyclase) เพื่อสราง ไซคลิก อะดีโนซีน โมโน ฟอสเฟต หรือ ไซคลิก เอเอ็มพี (cyclic adenosine monophosphate, 

cAMP) ที่เปนโมเลกุลสงถายสัญญาณ (signal transduction) ที่สําคัญภายในเซลล (Wang et al., 2004) 

นอกจากบทบาทภายในเซลลแลว ATP ยังทําหนาที่เปนโมเลกุลส่ือสัญญาณ ภายนอกเซลลไดดวย ในกรณีของเซลล

ประสาท ATP จัดเปนโมเลกุลสําคัญ ที่ทําหนาที่เปนโมเลกุลส่ือประสาท (neurotransmitter) โดยพบอยูใน ซินแนบติก เวสสิ

เคิล (synaptic vesicle) ของปลายประสาท ทั้งในระบบประสาทอัตโนมัติชนิด ซิมพาเทติก (sympathetic) และในระบบ

ประสาทรับความรูสึก  นอกจากนี้ ATP ยังทําหนาที่เกี่ยวของกับการแบงตัว การแปรสภาพ และการตายแบบการขจัดตัวเอง 

(apoposis) ในเนื้อเยื่อหลายชนิด เชน ผิวหนัง กลามเนื้อ กระดูก และ ระบบภูมิคุมกัน (immune system) โดยสงสัญญาณ

ผานทางตัวรับ พี 2  

ผลของ ATP ในการกระตุนการทํางานของเซลลผานทางตัวรับ พี 2 โดยเฉพาะในกรณีของตัวรับ P2Y พบวาสวนใหญ

จะไปกระตุนการทํางานของ ฟอสโฟไลเปส ซี (phospholipase C; PLC) ซึ่งจะสังเคราะหอินอสิทอล ไตรฟอสเฟต (inositol 

triphosphate, IP3) และเพิ่มระดับแคลเซียมอิออนภายในเซลล กระตุนหรือยับยั้งการทํางานของเอนไซม อะดีนีลิล ไซเคลส ซึ่ง

นําไปสูการสราง cAMP รวมทั้งการควบคุมการทํางานของ อิออน แชนแนล 

บทบาทของ ATP ในเซลลเอ็นยึดปริทันตของมนุษยยังมีนอยมาก  มีเพียงรายงานโดย Kawase และคณะ ที่แสดงวา 

ATP สามารถยับยั้งการเติบโตของเซลล และนาจะทําหนาที่เกี่ยวของกับการผลัดเปลี่ยน (Regeneration) ของเนื้อเยื่อปริทันต 

(Kawase et al., 2007)  ดังนั้นการศึกษาถึงกลไกที่เกี่ยวของกับการกระตุนการแสดงออกของ RANKL และ OPN จากการถูก

กระตุนดวยแรงกดเชิงกลจะชวยเพิ่มความเขาใจในชีววิทยาของเซลลเอ็นยึดปริทันต และชวยเพิ่มความเขาใจถึงอิทธิพลของ

แรงที่กระทําตอฟนและเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต  ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําไปประยุกตใชทางทันตกรรมตอไป
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วิธีการทดลอง 

การเพาะเลี้ยงเซลลจากเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันตของมนุษย 

 เซลลเอ็นยึดปริทันตจะถูกเพาะเลี้ยงขึ้นจากเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันตของผูปวยที่มาถอนฟนที่ภาควิชาศัลยศาสตร คณะ

ทันตแพทยศาสตร ที่ไมมีรอยโรคของฟนและเนื้อเยื่อปริทันต เซลลที่ใชในการทดลองจะเพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อที่ไดจากคนไข

อยางนอย 3 คนและเตรียมเซลลโดยมีวิธีการโดยยอดังนี้คือ นําฟนที่ไดมาลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรเซลายน (Phosphate 

buffer saline) ที่ปราศจากเชื้อหลายๆครั้ง จากนั้นใชใบมีดผาตัดที่ปราศจากเชื้อขูดเนื้อเยื่อปริทันตออกจากผิวรากฟนเฉพาะที่

บริเวณตอนกลาง (middle 1/3) ของรากฟน  เนื้อเยื่อที่ขูดไดจะถูกตัดออกเปนชิ้นเล็กๆ แลวนําไปวางในจานเลี้ยงเซลล (tissue 

culture dish; Nunc) ขนาด 35 มิลลิเมตร  อาหารเลี้ยงเซลลที่ใชคือ DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ที่เติม

ซีรัม (fetal bovine serum; FBS) รอยละ 10, กลูตามีน (glutamine), ยาปฏิชีวนะ (antibiotics) และยาตอตานเชื้อรา 

(antimycotics)  อาหารเลี้ยงเซลลจะถูกเปลี่ยนทุกวันจนเซลลเคลื่อนออกจากชิ้นเนื้อมาอยูบนจานเลี้ยง จากนั้นอาหารเลี้ยง

เซลลจะถูกเปล่ียนสัปดาหละ 2 ครั้ง 

 เมื่อเซลลบนจานเลี้ยงเจริญจนเต็มพื้นที่ของจานเลี้ยงเซลลแลว  เซลลจะถูกถายออกไปเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลใหม 

ขนาด 60 มิลลิเมตร และเริ่มนับเปนเซลลรุนที่ 1  หลังจากนั้นเซลลจะถูกหวานใหมในอัตราสวน 1:3 (หวานเซลล 1 ใน 3 ของ

เซลลทั้งหมดตอจานเลี้ยงเซลลใหม 1 จาน) เซลลที่ใชในการทดลองจะใชเซลลในรุนที่ 3-6 

 

การกระตุนเซลลดวย compressive force เพื่อสรางแรงอัดเชิงกล 

 เซลลจะถูกหวานลงในจานเลี้ยงแบบ 6 หลุม เปนเวลา 1 คืน จากนั้นจึงกระตุนดวยแรงกดแบบ continuous 

compressive force โดยใชภาชนะขนาดเล็ก วางลงบนอาหารเลี้ยงเซลลและเติมน้ําหนักลงไปในชวงตั้งแต 1.5-2.5 กรัม/

ตารางเซนติเมตร ตามภาพ 
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 จากภาพ น้ําหนักที่กดลงบนของเหลวง จะทําใหเกิดแรงกระทําตอเซลล ตามสมการตอไปนี้ คือ 

 P = ρgh  

เมื่อ  P = pressure, ρ = density of fluid, g = accerelation due to gravity และ  h= height of fluid โดยที่ คา ρ 

และ g เปนคาคงที่ และ pressure จะแปรผันตามความสุงของของเหลว ซึ่งขึ้นกับแรงกดบนของเหลว และคาของ pressure จะ

เทากันโดยตลอดทั้งพื้นผิว (Fox and McDonald, 1978; Munson, 1998) 

 RNA และโปรตีน จะถูกสกัดเพื่อทําการวิเคราะห ที่เวลา 24 ชั่วโมง  โดยทําการทดลองซ้ําสามครั้งจากเซลลที่เตรียม

จากผูปวย 3 ราย  

 

การศึกษากลไกการตอบสนองตอแรงกดเชิงกลโดยการใชตัวยับยั้ง signaling molecules 

 ในการทดลองเพื่อหากลไกการตอบสนองของเซลลเอ็นยึดปริทันต ตอแรงกดเชิงกล เซลลจะถูกหวาน และกระตุนดวย 

compressive force เหมือนที่อธิบายขางตน โดยในบางหลุมจะมีการเติมสารยับยั้ง siganaling molecules ลงไป 30 นาที

กอนเริ่มกระตุนดวยแรง โดยสารยับยั้งที่ใช ประกอบดวย  suramin (G protein coupled receptor inhibitor),สารยับยั้ง 

P2Y1,2 และ P2X1,3 (NF449), สารยับยั้งเฉพาะ P2Y1 (MRS2179), สารทําลาย ATP (Apyrase), Rho kinase inhibitor, 

สารยับยั้ง cyclooxygenase (indomethacine) เปนตน สวนตัวยับยั้งอื่นๆ สามารถดูรายละเอียดไดในบทความในภาคผนวก 

 การเลือกใชสารยับยั้งเหลานี้ เลือกตามที่ไดมีรายงานวา suramin สามารถยับยั้งการทํางานของ G-protein coupled 

receptor ซึ่งเปนกลุมหนึ่งของ P2 receptors โดยจากผลการทดลองที่แลวของคณะวิจัยพบวา Rho kinase เกี่ยวของกับการ

แสดงออกของ OPN  และมีรายงานวา G-protein coupled receptor เปน receptor ที่เกี่ยวของกับการควบคุมการทํางานของ 
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Rho kinase และเลือกใช NF449 เนื่องจากชวยจํากัดกลุมยอยของ P2 receptor ใหเล็กลง นอกจากนั้นการเลือกใช MSR2179 

จะชวยจําเพาะ receptor ที่เกี่ยวของใหชัดเจนขึ้น 

 นอกจากนี้ จะมีการใช ligand ของ P2 receptor รวมดวย โดยเลือกใช ATP เนื่องจากเปน universal P2 receptor 

ligand ที่สําคัญ และศึกษารวมกับการใชสารยับยั้ง cyclooxygenase และ สารยับยั้ง Rho kinase เพื่อศึกษาความสัมพันธ

ของสัญญาณในการควบคุมการแสดงออกของ RANKL และ OPN ตามลําดับ (มีรายงานวา แรงกดเชิงกล มีผลกระตุนการ

ตอบสนองของเซลลได ผานทางการกระตุนการหลั่ง พลอสตาแกลนดิน จากอิทธิพลของเอนไซม cyclooxygenase รวมถึง

รายงานถึงความสัมพันธของ Rho kinase กับการแสดงออกของ OPN)  สวนการทําลาย ATP ดวย Apyrase จะชวยใหเขาใจ

กลไกการสงถายสัญญาณไดดีขึ้น 

 

การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีวิเคราะหแบบเวสเทิรนและการจับสัญญาณดวยเทคนิคฟลูออโรกราฟฟ 

 โปรตีนจากเซลลจะถูกสกัดดวย RIPA บัฟเฟอร จากนั้นจึงวัดปริมาณโปรตีนดวยชุดวัดโปรตีน และจํานวนโปรตีนที่

เทากันในแตละการทดลองจะถูกแยกดวยไฟฟาใน acrylamide gel (polyacrylamide gel electrophoresis) และเคลื่อนยาย

โปรตีนลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose) ดวยไฟฟา   

นําแผนไนโตรเซลลูโลสที่ได ไปยอมดวยแอนติบอดีปฐมภูมิตอโปรตีนที่ตองการศึกษา ไดแกตอ OPN, RANKL, OPG, 

P2Y1, P2Y2, P2X1, และ P2X3 เปนตน ตอดวยแอนติบอดีทุติยภูมิที่ตอกับเอนไซมเปอรออกซิเดส (peroxidase-labeled 

secondary antibody) สัญญาณของ OPN, RANKL, OPG, P2Y1, P2Y2, P2X1, และ P2X3 จะถูกตรวจสอบดวยวิธี auto-

fluorography โดยการเคลือบแผนไนโตรเซลลูโลสที่ยอมดวยแอนติบอดีแลว ดวยชุดขยายสัญญาณแบบเคมี 

(Chemiluminescence detection system) จากนั้นจึงตรวจจับสัญญาณดวยแผนฟลมเอกซเรย   

 

การวิเคราะหระดับ mRNA ดวยวิธี RT-PCR 

 RNA จากเซลลในแตละการทดลอง จะถูกแยกดวย TRI reagent ตามวิธีที่แนะนําโดยบริษัทผูผลิต ปริมาณของ RNA 

ที่แยกไดจะถูกวิเคราะหดวย UV-spectrophotometer ที่ OD 260/280  จากนั้นนํา RNA จํานวน 1 ไมโครกรัมจากแตละกลุม
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ทดลอง ไปผานกระบวนการ reverse transcriptase (RT)  โดยใชเอนไซม AMV (avian myeloblastosis virus, Promega) 

เพื่อสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (complementary DNA) หรือ cDNA ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.5 

ชั่วโมง 

cDNA ที่สังเคราะหได จะถูกนําไปขยายสัญญาณดวยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) โดยใชเอนไซม 

Taq polymerase และใช primer ที่จําเพาะตอโปรตีนที่ตองการศึกษา ไดแก OPN, RANKL, OPG, P2Y1, P2Y2, P2X1, และ 

P2X3 เปนตน  โดย primers ทั้งหมดจะออกแบบขึ้นจากลําดับของ mRNA ที่ไดมีรายงานแลวใน database และในทุกการ

ทดลอง จะใช primer ตอ GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) ซึ่งเปน house keeping gene ในการ

ขยายสัญญาณควบคูไปดวย เพื่อเปน internal control ของการทดลองในการตรวจสอบวาปริมาณของ RNA ตั้งตนที่ใชมี

ปริมาณเทากันในทุกกลุม 

เมื่อส้ินสุดกระบวนการ PCR แลว สายพันธุกรรมที่ไดจะถูกวิเคราะหโดยการแยกดวยกระแสไฟฟาใน agarose gel ที่

มีความเขมขนของ agarose รอยละ 1.5  และความเขมของแถบสัญญาณจะถูกวิเคราะหดวยโปรแกรม Scion image 

analysis  

 

การวัดปริมาณ ATP ดวย Luciferin-Luciferase bioluminescence assay 

 การวัดปริมาณ ATP ที่ถูกหลั่งจากเซลลออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล ทําหลังจากการกระตุนเซลลดวยแรงกดเชิงกล

เปนเวลา 2 ชั่วโมง โดยการเปรียบเทียบระหวางกลุมที่กระตุนดวยแรงกด 1, 1.5 และ 2 กรัม/ตารางเซนติเมตร กับกลุมที่ไมถูก

กระตุน  วิธีการวัดทําไดโดยใชสารเคมีชุดที่ออกแบบมาเพื่อการวัด ATP โดยเฉพาะ (Bioluminescence Detection kit for ATP 

measurement, Promega) โดยการผสมสารละลาย Luciferase/lluciferin (L/L solution) จากชุดที่ไดมากับอาหารเลี้ยงเซลล

หลังการกระตุนดวยแรงกดเชิงกลในปริมาณ 1 ตอ 1 ( L/L solution 100 ไมโครลิตร / อาหารเลี้ยงเซลล 100 ไมโครลิตร) 

ลงในจานเลี้ยงเซลลขนาด 96 หลุม (ยี่หอ Packard) ซึ่งจะมีการเรืองแสง Bioluminescence ออกมามากหรือนอยขึ้นกับ

ปริมาณ ATP ที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลล   ทําการตรวจวัดปริมาณแสงดวยเครื่องดวยวัดแสง Luminometer (Victor Light 

Luminescence Counter, Perkin Elmer Ltd.) ทําคาที่ไดมาเขียนกราฟและเมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) 
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ผลการศึกษา 

ผลการศึกษาในงานวิจัยครั้งนี้ จะแบงออกเปน 3 สวน ตามบทความที่ไดรับการตีพิมพ ดังนี้ 

Part I. Mechanical stress induces osteopontin via ATP/P2Y1 in periodontal cells. 

(Published in Journal of Dental Research 2008;87(6):564-568.) 

Part II. ATP stimulates RANKL expression through P2Y1/COX-dependent pathway in human periodontal 

ligament cells.   

(Published in Journal of Periodontal Ressearch 2010; 45: 404–411) 

Part III. The role of Connexin43-hemichannels in mechanical stress-induced ATP release from human 

periodontal ligament cells. 

(Accepted manuscript, Journal of Periodontal Ressearch) 
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Part I Mechanical stress induces osteopontin via ATP/P2Y1 in periodontal cells 

 งานวิจัยในสวนแรก เปนการศึกษาถึงรายละเอียดของกระบวนการที่แรงกดเชิงกลเหนี่ยวนําการแสดงออกของออสติ

โอพอนทิน ในเซลลเอ็นยึดปริทันต 

 
Figure 1. Stress‐induced OPN expression was inhibited by suramin and NF449. HPDL cells were stimulated with 1.5 
g/cm2 of force for 24 hrs.  Increased OPN mRNA (a) and protein (b) expression was observed. The stress‐induced 
OPN expression was  significantly abolished by both  suramin  (A) and NF449  (B). The graph  represents  the band 
density  from Western blot analysis. The  results are expressed as mean ± SD  from 3 different experiments. *p < 
0.05. 
 

 รูปที่ 1 แสดงผลของแรงกดเชิงกลในการกระตุน OPN ในเซลลเอ็นยึดปริทันต  โดยเซลลเอ็นยึดปริทันตจะถูกกระตุน

ดวยแรงกดเชิงกลในขนาด 1.5 กรัม/ตารางเซนติเมตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงตรวจสอบการแสดงออกของ OPN โดยใน

แถว (a) แสดงการเปลี่ยนแปลงของระดับ RNA ดวยวิธี RT-PCR และแถว (b) แสดงการเปลี่ยนของระดับโปรตีน  และใชระดับ

การแสดงออกของ GAPDH และ beta actin เปน internal control และกราฟใตรูป แสดงความเขมของ band ในแถว (b) โดย

แสดงเปนคาเฉลี่ย + คาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลองซ้ําสาม ดวยเซลล 3 lines 

 ผลการทดลองในรูปที่ 1 แสดงวา แรงกดเชิงกล สามารถเหนี่ยวนําการแสดงออกของ OPN ทั้งในระดับ RNA และ

ระดับโปรตีน และการเหนี่ยวนํานี้ สามารถยับยั้งไดดวย suramin และ NF449 ซึ่งเปนตัวยับยั้ง P2 receptor โดยทั่วไป และ ตัว

ยับยั้ง เฉพาะตอ P2 receptor 4 ตัว ไดแก P2X1, P2X3, P2Y1, และ P2Y2 ผลการทดลองแสดงวา การเหนี่ยวนําการ

แสดงออกของ OPN นี้ นาจะเกิดผานการกระตุน P2 receptor โดยเฉพาะ P2X1, P2X3, P2Y1, และ P2Y2 
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Figure 2. The conditioned medium (CM‐S) induced the expression of OPN. (A) Cells were incubated for 24 hrs with 
the medium  transferred  from  the  stress‐stimulated  (CM‐S)  and non‐stimulated  (CM‐C)  cultures.   CM‐S  induced 
OPN expression when compared with control  (CM‐C).   The  inductive effect exerted by CM‐S was similar  to  that 
resulting  from  stress  (S)  and  could  be  inhibited  by  NF449.  (B)  The  Luciferin‐Luciferase  bioluminescence  assay 
revealed  that  the amount of ATP  in  the medium collected  from stress‐stimulated cultures  (1, 1.5, 2 g/cm2) was 
increased.  (C) Apyrase partially  inhibited  the CM‐S‐induced OPN expression. The graph  shows  the band density 
from Western blot analysis. The results are expressed as mean ± SD  from 3 separate experiments. *p < 0.05; a, 
mRNA expression; b, protein expression. 

 

การทดลองถัดมาเปนการตรวจสอบบทบาทของ ATP เนื่องจาก ATP เปน ligand ที่ทําคัญของ P2 receptor ผลการ

ทดลองในรูป 2A เปนการทดลองกระตุนเซลลดวย condition medium ที่เก็บจากจากเซลล ในกลุมควบคุม (CM-C) 

เปรียบเทียบกับ condition medium ที่เก็บจากเซลลในกลุมที่ไดรับแรง (CM-S) ผลการทดลองแสดงวา เซลลเอ็นยึดปริทันตที่

ไดรับ CM-S จะมีระดับการแสดงออกของ OPN เพิ่มมากขึ้น ทั้งในระดับ RNA (a) และระดับโปรตีน (b) ซึ่งสนับสนุนวา ผลของ

แรงกดเชิงกลไมไดเกิดโดยตรงแตเกิดผานสารที่เซลลหล่ังออกมาเมื่อไดรับแรงกระตุน และสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเซลล 

เมื่อนํา condition medium ไปตรวจสอบระดับของ ATP ก็พบวา ระดับของ ATP เพิ่มขึ้นในอาหารเลี้ยงเซลล และการ

เพิ่มขึ้นนี้ จะแปรผันตามแรงที่เซลลไดรับ และเพื่อยืนยันบทบาทของ ATP ในอาหารเลี้ยงเซลล อาหารเลี้ยงเซลลจะถูกบมดวย

เอนไซม apyrase ซึ่งเปนเอนไซมที่สามารถยอย ATP ได ผลการทดลองในรูป 2B แสดงวา ความสามารถในการเหนี่ยวนําการ

แสดงออกของ OPN จะลดลง เม่ือcondition medium ถูกยอยดวย Apyrase ซึ่งสนับสนุนวา ATP ใน condition medium เปน

ตัวที่ทําหนาที่เหนี่ยวนําการแสดงออกของ OPN 
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Figure 3. HPDL cells expressed P2Y1 and P2Y2 ATP receptors. (A) HPDL cells expressed P2Y1 and P2Y2 receptors 
detectable at both mRNA and protein levels. (B) MRS2179, a specific P2Y1 antagonist, exerted an inhibitory effect 
on  the stress‐induced OPN expression  in a dosedependent manner. The graph represents  the mean ± SD of  the 
band  density  from  Western  blot  analysis.  The  data  are  from  3  separate  experiments.  *p  <  0.05;  a,  mRNA 
expression; b, protein expression. 

 

 จากผลการทดลองขางตน เม่ือนํามาประมวลเขา นาจะสรุปไดวา แรงกดเชิงกลกระตุนการหลั่ง ATP จากนั้น ATPจะ

เหนี่ยวนําการแสดงออกของ OPN ผานทาง P2 receptor ซึ่งนาจะมี receptor ที่เกี่ยวของ 4 ตัว คือ P2X1, P2X3, P2Y1, และ 

P2Y2 ผลการตรวจสอบเบื้องตน พบวา เซลลเอ็นยึดปริทันต ไมมีการแสดงออกของ P2X1 และมีระดับของ P2X3 นอยมาก 

โดยที่มีระดับการแสดงออกของ P2Y1 และ P2Y2 คอนขางสูง ดังแสดงผลบางสวนไวที่รูป 3A (และแสดงผลไวในบทนําขางตน) 

ดังนั้น ในการทดลองตอมา จึงเลือกใช ตัวยับยั้งเฉพาะตอ P2Y1 (MRS2179) เพื่อตรวจสอบความเกี่ยวของของ P2Y1 

receptor ในการเหนี่ยวนําการแสดง ออกของ OPN  

 ผลการทดลองในรูปที่ 3B แสดงวา MRS2179 สามารถลดผลของแรงกดเชิงกลในการกระตุน OPN แบบ dose 

dependent ซึ่งสนับสนุนวา สัญญาณของ P2Y1 เกี่ยวของกับกลไกการเหนี่ยวนํานี้ 
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Figure 4. ATP induced the up‐regulation of OPN via Rho kinase. (A) HPDL cells were incubated with exogenous ATP 
(0.1, 1, and 10 _M) for 24 hrs. The results showed that ATP stimulated the expression of OPN in a dose‐dependent 
manner. Cells were incubated with Rho kinase inhibitor (Rhoi) for 30 min before the application of ATP (1 _M) or 
stress (1.5 g/cm2) for 24 hrs. The results demonstrated that the increase in OPN expression (B), but not that of ATP 
(C),  induced by  stress was  abolished by Rhoi. The graph  in  (B)  represents  the band density  from Western blot 
analysis. The results are expressed as mean ± SD from 3 separate experiments. *p < 0.05; a, mRNA expression; b, 
protein expression. 

 

ในการทดลองถัดมา เซลลเอ็นยึดปริทันตจะถูกกระตุนดวย ATP ที่ความเขมขน 0.1, 1 และ 10 ไมโครโมลาร เพื่อ

ยืนยันบทบาทของ ATP ในการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ OPN ผลการทดลองในรูปที่ 4A พบวา ATP สามารถกระตุนการ

แสวดงออกของ OPN ไดทั้งในระดับ RNA (a) และระดับโปรตีน (b)  

เพื่อตรวจสอบกลไกการสงผานสัญญาณที่เกิดขึ้น ผลการทดลองในรูปที่ 4B พบวา ตัวยับยั้ง Rho kinase สามารถ

ยับยั้งผลของแรงกดในการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ OPN แตไมมีผลตอการหลั่ง ATP เม่ือไดรับแรง (รูปที่ 4C)  ซึ่งสนับสนุน

วา แรงกดเชิงกลกระตุนการหลั่ง ATP จากนั้น ATP จะสงสัญญาณผาน Rho kinase ไปเหนี่ยวนําการแสดงออกของ OPN



22 

 

 

Part II ATP stimulates RANKL expression through P2Y1/COX-dependent pathway in human periodontal ligament 

cells 

 ในการศึกษากอนหนานี้ พบวา แรงกดเชิงกล นอกจากจะกระตุนการแสดงออกของ OPN แลว ยังสามารถเหนี่ยวนํา

การแสดงออกของ RANKL ไดดวย (Wongkhantee et al., 2007) ผลการศึกษาใน part I พบวา การเหนี่ยวนําการแสดงออก

ของ OPN เกิดจากการที่แรงกดเชิงกล ไปกระตุนการหลั่ง ATP จากเซลลเอ็นยึดปริทันต  ในการศึกษานี้ จึงตองการตรวจสอบ

วา ATP เหนี่ยวนําการแสดงออกของ RANKL หรือไม อยางไร 

 

 

Fig. 1. Adenosine  triphosphate  induced RANKL mRNA and protein expression. Human periodontal  ligament cells 
were treated with various concentrations of ATP ranging from 0 to 40 lM for 16 h for RT‐PCR and 48 h for western 
blot analysis in serum‐free conditions. The results from both RT‐PCR (A) and western blotting (C) showed that ATP 
increased  the  expression  of  RANKL,  but  not  that  of  osteoprotegerin  (OPG),  in  a  dose‐dependent manner.  The 
graphs represent the ratio of RANKL to osteoprotegerin from RT‐PCR (B) and western blot analysis (D). The results 
are expressed as means + SD from three different experiments. *Significant difference, p < 0.05. 
 

 ผลการศึกษาในรูปที่ 1 พบวา ATP สามารถเหนี่ยวนําการแสดงออกของ RANKL ไดทั้งในระดับ RNA (A) และโปรตีน 

(C) แปรผันตามความเขมขนของ ATP ที่ใช แตไมมีผลตอการแสดงออกของ OPG  การเพิ่มการแสดงออกของ RANKL ทําให 

RANKL/OPG ratio เพิ่มขึ้นตามกราฟในรูป (B) และ (D)  
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Fig. 2. Adenosine triphosphate‐induced RANKL expression was inhibited by indomethacin. (A) Human periodontal 
ligament  cells were  treated with  40  �M  ATP  in  the  presence  or  absence  of  indomethacin,  a  non‐specific  COX 
inhibitor, to determine the role of COX in the mechanism. The inhibitor was added 30 min before the treatment. 
The RNA was extracted at 16 h, and the cell protein extract was collected at 48 h after the treatment. The results 
showed that application of  indomethacin could  inhibit the up‐regulation of RANKL expression  induced by ATP at 
both  the mRNA  (Aa) and  the protein  levels  (Ab). The graph  (B)  represents  the band density  from western blot 
analysis when control as marked as 1. The results are expressed as means + SD from three different experiments. 
(C) Adenosine triphosphate induced COX‐2 mRNA after treatment with various concentrations of ATP. The results 
revealed  that  the expression of COX‐2  increased  in a concentration‐dependent manner, but not COX‐1.  (D) The 
amount of PGE2 in the culture medium was also measured by ELISA after 2 h of exposure to ATP. We found that 
ATP increased PGE2 production significantly in a dose‐dependent manner. The graph shows the mean + SD of band 
density from three separate experiments. *Significant difference, p < 0.05. 
 

 Prostaglandin E2 เปนโมเลกุลที่มีรายงานวาเกี่ยวของกับการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ RANKL  เพื่อตรวจสอบ

วา ผลของ ATP ในการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ RANKL เซลลเอ็นยึดปริทันตถูกกระตุนดวย ATP ในสภาวะที่เติมตัวยับยั้ง

การทํางานของเอนไซม cyclooxygenase (COX) คือ indomethacin  ผลการทดลองในรูปที่ 2 แสดงวา indomethacin 

สามารถยับยั้ง ผลของ ATP ในการกระตุนการแสดงออกของ RANKL ได (รูปที่ 2A, 2C) นอกจากนี้ เม่ือกระตุนเซลลดวย ATP 

พบวา ระดับการแสดงออกของเอนไซม COX-2 (รูปที่ 2B) และระดับของ PGE2 เพิ่มสูงขึ้น (รูปที่ 2D) ซึ่งผลการทดลองนี้ แสดง

วา ATP สามารถเพิ่มการสรางและหลั่ง PGE2 ได และ PGE2 นาจะเกี่ยวของกับการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ RANKL 
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Fig.  3.  The  stimulatory  effect of ATP was  abolished by  PDTC  and H89. Cells were  treated with  PDTC,  an NFkB 
inhibitor, and H89, a cAMP‐dependent protein kinase  inhibitor, 30 min before  the addition of ATP. The protein 
extract was collected at 48 h for western blot analysis and the culture medium was collected at 2 h for ELISA after 
the treatment. The results showed that ATP‐induced RANKL (A) and PGE2 production (B) were  inhibited by both 
PDTC and H89. The effects of forskolin, an activator of adenylyl cyclase, on RANKL expression and PGE2 release are 
shown  in  (C) and  (D),  respectively. The graph  (C)  represents  the band density  from  the  ratio of RANKL  to actin 
when control as marked as 1. *Significant difference, p < 0.05. 
 

 โมเลกุลส่ือสัญญาณอีก สองชนิดที่มีรายงานวาเกี่ยวของกับการแสดงออกของ RANKL ไดแก Nuclear Factor 

kappa B (NFkB) และ Protein Kinase A (PKA) ในการตรวจสอบความสัมพันธระหวางโมเลกุลส่ือสัญญาณทั้งสองชนิด กับ

การเหนี่ยวนําการแสดงออกของ RANKL โดย ATP เซลลจะถูกกระตุนดวย ATP ในสภาวะที่มีตัวยับยั้งตอ NFkB (PDTC) และ

ตัวยับยั้งตอ PKA (H89) 

 ผลการทดลองในรูปที่ 3A แสดงวา ตัวยับย้ังทั้งสองชนิด สามารถยับย้ังผลของ ATP ที่มีตอ RANKL ได นอกจากนี้ 

ผลการทดลองในรูป 3B ยังแสดงวา ตัวยับย้ังทั้งสองนี้ สามารถยับย้ังการเพิ่มขึ้นของ PGE2 ดวย บงชี้วา NFkB และ PKA 

ควบคุมการแสดงออกของ RANKL ผานทางการควบคุมการสรางและหลั่ง PGE2 
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Fig. 4. Nuclear localization of NFkB enhanced by ATP was abolished by PDTC and H89. Human periodontal ligament 
cells were  incubated with or without  inhibitor, PDTC or H89,  for 30 min before being  treated with ATP  for 2 h. 
Immunofluorescent staining showed that ATP enhanced nuclear localization of NFkB (B) when compared with the 
control  treatment  (A).  The  effect  of  ATP was  abolished  by  PDTC  (D)  and  H89  (F) when  compared with  their 
corresponding control cultures (C,E). Scale bar represents 10 �m. 
 

 NFkB จะทําหนาที่เปน transcription factor โดยโมเลกุลนี้จะอยูยึดไวใน cytoplasm โดย IkB และเมื่อไดรับการ

กระตุน จึงจะหลุดออกจาก IkB และเคลื่อน เขาใน nucleus  ผลการตรวจสอบในรูปที่ 4 โดยการยอมดวย antibody ตอ NFkB 

พบวา ในภาวะปกติโมเลกุลนี้ จะอยูใน cytoplasm และเมื่อเซลลเอ็นยึดปริทันตถูกกระตุนดวย ATP ตําแหนงที่ยอมจะปรากฏ

ใน nucleus แสดงวามีการเคล่ือนของ NFkB (ภาพแถวบน) 

 ในแถวกลาง แสดงวา การเติม PDTC สามารถยับยั้งการเคลื่อนของ NFkB ได แสดงวา PDTC ยับยั้งการกระตุนการ

ทํางานของ NFkB ได และเชนเดียวกับแถวลาง การเติม H89 ก็สามารถยับยั้งการเคลื่อน ของ NFkB เขาสู nucleus ไดเชนกัน  

แสดงวา ในการสงสัญญาณนี้ PKA นาจะควบคุมการกระตุนการทํางานของ NFkB 

 

Fig.  5.  The  effect  of MRS2179  on  ATP‐induced  RANKL  expression.  Cells were  pre‐incubated with MRS2179,  a 
specific P2Y1 receptor antagonist, for 30 min prior to addition of ATP. After 16 and 48 h of exposure to ATP, the 
RNA and protein extract were collected  for RT‐PCR and western blot analysis,  respectively. The culture medium 
from a parallel set of experiments was collected after 2 h of treatment for ELISA. The results showed that MRS2179 
exerted  an  inhibitory  effect  on  the  ATP‐induced  COX‐2  expression  (A)  and  PGE2  production  (B).  MRS2179 
attenuated  the ATP‐induced RANKL expression at both  the mRNA  (Ca) and  the protein  level  (Cb). The graph  (D) 
represents the band density from western blot analysis when control as marked as 1. The results are expressed as 
means + SD from three different experiments. *Significant difference, p < 0.05. 
 

 ผลการทดลองในรูปที่ 5 แสดงวา ผลของ ATP ในการกระตุนการแสดงออกของ RANKL (รูปที่ 5C และ 5D) รวมทั้ง

การกระตุนการแสดงออกของ COX-2 (รูปที่ 5A)  และการหลั่ง PGE2 (รูปที่ 5B) ถูกยับยั้งไดดวย ตัวยับยั้งตอ P2Y1 receptor 

สนับสนุนวา ATP สงสัญญาณผาน P2Y1 receptor ไปกระตุนการหลั่ง PGE2 และสุดทายกระตุนการแสดงออกของ RANKL 
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Fig. 6. Adenosine triphosphate‐induced up‐regulation of RANKL may involve the P2Y1 receptor. Human periodontal 
ligament  cells were  transfected with P2Y1  small  interfering  (Si) RNA.  (A)  The P2Y1  small  interfering RNA  could 
interfere with  the expression of  the P2Y1  receptor at both  the mRNA  (Aa) and  the protein  level  (Ab). The P2Y1 
small interfering RNA inhibited the release ofPGE2 (B) as well as the expression ofRANKL(C). The graph represents 
the band density from western blot analysis when control as marked as 1 (D). The results are expressed as means + 
SD from three different experiments. *Significant difference, p < 0.05. 
 

 เพื่อยืนยันบทบาทของ P2Y1 การแสดงออกของ P2Y1 ในเซลลเอ็นยึดปริทันตถูกยับยั้งดวยเทคนิค siRNA ในรูป 6A 

แสดงวาการใช siRNA สามารถลดระดับการแสดงออกของยีน และระดับการสรางโปรตีนของ P2Y1 receptor ซึ่งการลดลง

ของ P2Y1 ทําใหการตอบสนองของเซลลตอ ATP ในการเหนี่ยวนําการหลั่ง PGE2 (รูปที่ 6B) รวมทั้งลดผลของ ATP ตอการ

แสดงออกของ RANKL ดวย (รูปที่ 6C และ 6D) 
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Part III The role of Connexin43-hemichannels in mechanical stress-induced ATP release from human periodontal 

ligament cells 

 การศึกษาในสวนนี้ เปนการศึกษาตอเนื่องจากสองสวนแรก โดยเปนการศึกษากลไกการปลดปลอย ATP จากเซลล

เม่ือไดรับแรงกดเชิงกล โดยผลการทดลองพบวา ATP จะถูกปลอยออกมาทาง Connexin (Cx) 43 hemichannels โดย Cx43 

จะเปดออกเมื่อเซลลไดรับแรงกดเชิงกล และกลไกการเปด Cx43 นี้ เกี่ยวของกับการเพิ่มระดับแคลเซียมอิออนภายในเซลลเอ็น

ยึดปริทันต 

 

Fig. 1  Mechanical stress‐induced ATP release from HPDL cells 
Luciferin‐luciferase assay was used to determine the amount of ATP release.  HPDL cells were treated with 

different  levels of mechanical stress ranging from 0 to 2.5 g/cm2 and the amount of ATP released was measured 
(A).   Maximum extracellular ATP  level was observed when a 2.5 g/cm2 stress was applied, therefore, this  loading 
force was used in all later experiments.  (B) The amount of ATP released from HPDL cells was measured from 1 min 
to 2 hrs after a 2.5 g/cm2 stress treatment. The results show mechanical stress could induce ATP release in a dose 
and  time dependent manner. The maximum extracellular ATP  level was observed when a 2.5 g/cm2  stress was 
applied  for  5 mins.    The  results  are  expressed  as mean  ±  SD  from  three  separate  experiments.  *Significant 
difference, p < 0.05. 
 

 ในการทดลองแรก เปนการตรวจผลของแรงกดเชิงกลในการปลอย ATP ออกจากเซลลเอ็นยึดปริทันต โดยการกระตุน

เซลลดวยแรงกดเชิงกล จาก 0 ถึง 2.5 กรัม/ตารางเซนติเมตร และวัดการปลอย ATP ที่เวลา 2 ชั่งโมงหลังไดรับแรง ซึ่งจะเห็นวา 

การปลอย ATP จะเพิ่มมากที่สุดที่แรง 2.5 กรัม/ตารางเซนติเมตร  จากนั้น เม่ือกระตุนเซลลดวยแรง 2.5 กรัม/ตารางเซนติเมตร 

และวัดการปลอย ATP ที่เวลาตางๆ พบวา ATP ถูกปลอยออกมาตั้งแตที่เวลา 1 นาที และสุงสุดที่เวลา 5 นาที จากนั้นการ
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ปลอย ATP จะลดลง จนหลัง 60 นาทีจึงเพิ่มขึ้นอีกครั้ง ซึ่งนาจะสะทอนวา การปลอย ATP ครั้งแรก นาจะปลอยออกมาจาก

สวนที่เก็บอยูใน เซลล ซึ่งมีรายงายวามีอยูในระดับที่สูง จากนั้นจึงมีการสรางใหม และปลอยออกมาในชวงที่สอง หาก แรงกด

ยังคงอยู 

 

 

Fig. 2  The release of ATP was attenuated by a gap junction inhibitor. 
Mechanical  stress  (2.5  g/cm2) was  applied on  cultured HPDL  cells  for 5 min  and 2 hrs    to  induce ATP 

release  (A)  and  RANKL  upregulation  (B)  respectively,  in  the  presence  or  absence  of  a  gap  junction  inhibitor 
carbenoxolone.   The  inhibitor was added 30 min prior to stress application.   Carbenoxolone could attenuate the 
effect  of  mechanical  stress  on  ATP  release  (A)  and  RANKL  upregulation  as  judged  by  reverse  transcription 
polymerase chain reaction (RT‐PCR) (B).  (C) reveals the expression of gap junction proteins including connexin 26, 
32, 37, 40, 43, 45, and pannexin‐1 in HPDL cells by RT‐PCR. RANKL; receptor activator of nuclear factor kB ligand, 
OPG; osteoprotegerin, GAPDH; glyceraldehydes‐3‐phosphate dehydrogenase, Cx; connexin, Px; pannexin.  Results 
are expressed as mean ± SD from three individual experiments. *Significant difference, p < 0.05. 
 

 ในการทดลองถัดมา เซลลจะถูกเลี้ยงในสภาวะที่มี Carbenoxolone ซึ่งเปน gap junction inhibitor กอนจะไดรับแรง

กด  ผลการทดลองพบวา เม่ือยับยั้งการทํางานของ gap junction ระดับการปลอย ATP จะลดลง แสดงวา การปลอย ATP 

สัมพันธกับการทํางานของ gap junction และผลของการลดการปลอย ATP นี้ ยังสอดคลองกับผลการทดลอง ที่พบวา 

carbenoxolone ลดผลของแรงกดในการเหนี่ยวนําการ แสดงออกของ RANKL ดวย 

 ในรูปที่ 2C แสดงชนิดของ gap junction ที่พบการแสดงออกในเซลลเอ็นยึดปริทันต โดยตรวจพบการแสดงออกของ 

connexin-26, 32, 37, 40, 43, 45 และ panexin-1 แตเนื่องจากเซลลเอ็นยึดปริทันต มีลักษณะคลายเซลล fibroblast ทั่วไป 
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ดังนั้น การทํางานของ gap junction โปรตีนเหลานี้ ไมนาจะทํางานในลักษณะที่ เชื่อมเซลลสองตัวเขาดวยกัน แตนาจะเปน

ชองติดตอระหวางเซลลกับ extracellular matrix หรือทํางานแบบ hemichannel junction 

 

 

Fig. 3  Mechanical stress‐induced ATP release and RANKL upregulation was strongly inhibited by a Cx43 inhibitor 
Mechanical stress  (2.5 g/cm2) was applied on cultured HPDL cells  in  the presence or absence of 20 µM 

meclofenamic acid sodium salt (Cx43 inhibitor) or 100 µM spermine (Cx40 inhibitor).  Inhibitors were added 30 min 
prior  to stress application.   Culture medium was collected after 5 min and ATP was measured using a Luciferin‐
luciferase assay.   RNA and protein were extracted after 2 hrs and 4 hrs stress application,  respectively.   Results 
showed  the Cx43  inhibitor, but not  the    inhibitor,  could  inhibit mechanical  stress‐induced ATP  release  (A)  and 
upregulation of RANKL, but not OPG, at both mRNA (B) and protein level (C).  RANKL; receptor activator of nuclear 
factor  kB  ligand,  OPG;  osteoprotegerin,  GAPDH;  glyceraldehydes‐3‐phosphate  dehydrogenase.  Results  are 
expressed as mean ± SD from three individual experiments. *Significant difference, p < 0.05. 

 

 เพื่อตรวจสอบวามีความจําเพาะของ hemichannel ที่เกี่ยวของกับการปลอย ATP หรือไม เซลลจะถูกเลี้ยงในสภาวะ

ที่มีตัวยับยั้งเฉพาะของ Cx40 และ 43 จากนั้นจึงกระตุนดวยแรงกดเชิงกล  ปลการทดลองในรูปที่ 3 แสดงวา เฉพาะตัวยับยั้ง

ตอ Cx43 เทานั้น ที่สามารถยับยั้งการปลอย ATP ได สอดคลองกับผลการทดลองในรูปที่ 3B และ 3C ที่แสดงวา Cx43 

สามารถยับยั้งผลของแรงกดเชิงกลในการกระตุนการแสดงออกของ RANKL ทั้งในระดับ RNA และระดับโปรตีนตามลําดับ  
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Fig. 4 Knockdown of Cx43 suppressed the inductive effect of mechanical stress on ATP release.  
A and B show the mRNA and protein levels of Cx43 in HPDL cells respectively, after transfection with Cx43 

small interfering (si) RNA.  Graph in C indicates Cx43 siRNA transfection inhibited the inductive effect of mechanical 
stress‐induced ATP release while the control siRNA (siCtrl) and the addition of transfection reagent alone (MOCK) 
had no effect.  The results support a role for Cx43 in ATP release.  Results are expressed as mean ± SD from three 
individual experiments. *Significant difference, p < 0.05. 

 

 เพื่อยืนยันความสัมพันธของ Cx43 กับการตอบสนองตอแรงกดเชิงกลและการปลอย ATP เซลลจะถูกกดการ

แสดงออกของ Cx43 โดยเทคนิค siRNA ดังแสดงในรูปที่ 4 ผลการทดลองในรูป A และ B แสดงวา siRNA ที่เติมลงไป มีผลใน

การลดระดับการแสดงออกของ Cx43 mRNA และโปรตีน ตามลําดับ และผลในรูปที่ 4C แสดงวา เซลลที่ไดรับ siRNA ของ 

Cx43 ลดการตอบสนองตอแรงกดเชิงกลโดยการปลอย ATP ในขณะที่ siControl และ transfection reagent (Mock) ไมมีผล 

 

 

Fig. 5 Mechanical stress induced opening of Cx43‐hemichannels in HPDL cells.  
HPDL  cells  were  incubated  with  5 mM  5(6)‐carboxyfluorescein  prior  to  treatment  with  2.5  g/cm2  of 

mechanical  stress  for 5 min.   Meclofenamic  acid  sodium  salt  (Cx43  inhibitor) or  spermine  (Cx40  inhibitor) was 
added 30 min prior  to  stress application.   Cultures were washed with PBS and Tyrode’s  solution, and observed 
under a  fluorescent microscope.   The presence of  fluorescence  signal  indicated  the  influx of carboxyfluorescein 
into  the  cells  after  stress  application  (A‐B).    Addition  of  Cx43  (C‐D)  and  Cx40  (E‐F)  inhibitors  reduced  the 
fluorescence signal in HPDL cells receiving mechanical stress. By fluorescent analysis, the Cx43 inhibitor appears to 
be more effective than the Cx40 inhibitor.  Scale bar = 50 µm. 
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 รูปที่ 5 แสดงภาพฟลูออเรสเซตของเซลลเอ็นยึดปริทันต เมื่อเติมสาร เรืองแสง carboxyfluorescein ลงในอาหาร

เล้ียงเซลล และกระตุนดวยแรงกดเชิงกล  ในรูป A จะเห็นวา ในสภาวะปกติ สารรืองแสง จะไมสามารถผานเขาสูเซลลได แตเม

ทื่อไดรับการกระตุนดวยแรงกด จะพบสารเรืองแสงปรากฏภายในเซลล สันนิษฐานวา แรงกดเปด hemichannel และสาร

เหลานี้ผานเขาสูเซลลทาง hemichannel  

 เพื่อพิสูจนสมมติฐาน เซลลจะถูกเลี้ยงในสภาวะที่มีตัวยับยั้งตอ Cx40 (E, F) และ Cx43 (C,D) จากนั้นจึง เติมสาร

เรืองแสง และกระตุนดวยแรงกดเชิงกล ผลการทดลองพบวา ทั้ง Cx40 และ CX43 สามารถยับยั้งการผานเขาสูเซลลได โดยผล

ของ Cx43 จะชดัเจนกวา และเปนไปไดวา CX43 อาจจะทําหนาที่ หลักในการควบคุมการผานของสารเขาออกจากเซลล  

 

Fig. 6 The mechanism of ATP release depend on intracellular calcium signaling.  
HPDL  cells  were  pre‐treated  with  the  intracellular  calcium  inhibitor  TMB‐8  (A),  thapsigargin  (B),  IP3 

inhibitors  heparin  (C)  and  2‐APB  (D)  for  30  min  prior  to  mechanical  stress  application.    All  inhibitors  could 
significantly  inhibit ATP  release  induced by mechanical  stress. Results  are  expressed  as mean  ±  SD  from  three 
individual experiments. *Significant difference, p < 0.05. 

 

 มีรายงานที่แสดงวา การเปดปดของ hemichannel สวนหนึ่งสัมพันธกับระดับของแคลเซียมในเซลล เพื่อตรวจสอบใน

ประเด็นนี้ เซลลเอ็นยึดปริทันตถูกกระตุนดวยสารยับยั้งตอแคลเซียมภายในเซลลหลายชนิด กอนการกระตุนดวยแรงกดเชิงกล 

 ผลการทดลองในรูปที่ 6 แสดงวา สารยับยั้งการเพามระดับแคลเซียมในเซลล 2 ชนิด คือ TMB-8 และ thapsigargin 

รวมทั้งสารยับยั้งการทํางานของ IP3 receptor ซึ่งเปน receptor ที่เกี่ยวของกับ การปลอยแคลเซียมจาก internal store อีก 2 
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ชนิด คือ heparin และ 2APB สามารถยับยั้งผลของแรงกดเชิงกลในการปลอย ATP ออกจากเซลลได สนับสนุนวา การเปด 

hemichannel เกี่ยวของกับการเพิ่มระดับแคลเซียมภายในเซลล 

 

 

Fig. 7 Blockage of carboxyfluorescein influx by thapsigargin and 2APB.  
HPDL  cells  were  incubated  with  thapsigargin  or  2APB  for  30  min  prior  to  5  min  mechanical  stress 

application.   The addition of  carboxyfluorescein  resulted  in  the  influx of  fluorescence  into  the  cells after  stress 
application  (A‐B).    The  presence  of  thapsigargin  and  2APB  inhibited  the  uptake  of  carboxyfluorescein  (C‐F), 
indicating the role of an Ca2+ signaling pathway and IP3 receptor in stress‐induced hemichannel opening. Scale bar 
= 50 µm. 

 

 เพื่อตรวจสอบผลในรูปที่ 6 เซลลเอ็นยึดปริทันตจะถูกกระตุนดวยแรงกดเชิงกล ในภาวะที่เติม  carboxyfluorescein 

และสารยับยั้ง thapsigargin (C,D) และ 2APB (E,F) ผลการศึกษาในรูปที่ 7 พบวา สารยับยั้งทั้งสองชนิด สามารถยับยั้ง การ

เปด hemichannel โดยแรงกดเชิงกล (เปรียเทียบรูป B, D และ F) ได สนับสนุนวากระบวนการเปด hemichannel ตองการการ

เพิ่มระดับแคลเซียมภายในเซลล  

 

สรุปและวิจารณผล 

 ผลการศึกษาครั้งนี้ สนับสนุนวาเซลลเอ็นยึดปริทันต สามารถรับรูตอแรงกดที่เกิดขึ้นไดโดยตรง โดยผลของแรงกดจะ

กระตุนการเปด hemichannel เพื่อหล่ัง ATP จากนั้นสัญญาณจาก ATP จะเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการ

ละลายตัวของกระดูกเบาฟน 

 ในกระดูก เปนที่ยอมรับกันวา เซลลกระดูก หรือ osteocytes จะรับรูตอการไหลเวียนของ tissue fluid ภายใน 

canalliculi โดยพบวาความแรงของการไหลเวียนจะมีผลตอโครงสรางของเสนใยภายใน canalliculi ที่ยึดโยงอยูกับ cell 

membrane ของ process ของ osteocytes ทําใหเกิดเปล่ียนแปลงของ membrane และถายทอดแรงเขาสูเซลล (Wang et 
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al., 2007) ซึ่งโดยสมมติฐานนี้ การตอบสนองของเซลลกระดูกนาจะเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของ actin cytoskeleton ภายใน

เซลล  อยางไรก็ดี การรับรูตอแรง อาจจะเกิดจาก cell surface receptor จําเพาะที่รับรูตอแรงเฉือนบนผิวเซลล ที่เรียกวา 

mechanoreceptor ซึ่งยังไมมีความชัดเจน รวมทั้งกลไกการตอบสนองตอแรงในเซลลอื่นๆรวมทั้งเซลลเอ็นยึดปริทันตนั้น ยังไม

มีความชัดเจน  

 ประเด็นหนึ่งที่นาสนใจเซลลเอ็นยึดทันตนั้น มีรูปรางลักษณะเปนเซลลในกลุม fibroblast ซึ่งเซลลในกลุมนี้ จะไมได

สัมผัสกับเซลลขางเคียง ตางกับเซลล epithelium หรือ เซลลกระดูก (ที่เชื่อมโยงระหวางเซลลผานทาง cytoplasmic process) 

ซึ่งจะมีการติดตอระหวางเซลลผานทาง gap junction โดย gap junction จะประกอบขึ้นจากโครงสรางที่เรียกวา connexon 

ของเซลลหนึ่ง ตอเชื่อมกับ connexon บนผิวเซลลขางเคียง กลายเปนชองทางเชื่อมเซลลทั้งสองเขาดวยกัน แตเซลลเอ็นยึดปริ

ทันต ก็มีการแสดงออกของโปรตีน connexin ซึ่งเปนโปรตีนพื้นฐานที่มาประกอบเปน connexon หลายชนิด โดยมีรายงานวา 

connexon บนเซลลบางชนิดสามารถทํางานไดแบบ hemichannel และทําหนาที่เชื่อมโยงติดตอระหวางเซลล และ 

extracellular space ซึ่งการทดลองนี้ ใหผลสรุปในลักษณะเดียวกัน คือ เซลลเอ็นยึดปริทันต นาจะมี โครงสรางของ 

hemichannel ที่สามารถทํางานเชื่อมโยงระหวางเซลลกับ extracellular environment ได 

 นอกจากนี้ การที่ แรงกดเชิงกล สามารถกระตุนการหลั่ง ATP ไดภายในนาทีแรก นาจะเปนการหลั่งจากแหลงสะสม

ภายในเซลล ผลการทดลองยังแสดงวา หลังจากผานไป 30 นาทีระดับของการหลั่ง ATP จะเริ่มลดลง และจะเพิ่มขึ้นอีกครั้งที่

เวลา 2 ชั่วโมง ซึ่งนาจะเปน ATP ที่สรางขึ้นใหม รายละเอียดในสวนนี้ จะตองศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

 ผลของ ATP จะกระตุนการทํางานของ cell surface receptor ในกลุม P2 receptor ซึ่งสามารถสงสัญญาณจากผิว

เซลลเขาสูนิวเคลียส โดยการศึกษาครั้งนี้ พบวา ATP สามารถกระตุนการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการละลายตัวของ

กระดูกอยางนอย 2 ยีน คือ OPN และ RANKL โดยผลของแรงกดในการกระตุน OPN สอดคลองกับการที่ OPN promoter มี

ลําดับของนิวคลีโอไทด ที่ตอบสนองตอ stress (SRE; stress responsive element) (Fujihara et al., 2006) อยางไรก็ดี การที่ 

ATP สามารถกระตุนการแสดงออกของ OPN โดยตรง ยังไมชัดเจนวาสัมพันธกับการทํางานของSRE อยางไร ในขณะที่ผลตอ 

RANKL จะเปน secondary effect คือเกิดจากการที่ ATP กระตุนการแสดงออกของเอนไซม cyclooxygenase II (COX II) 

และเพิ่มการหลั่ง prostaglandin E2 (PGE2) จากนั้น PGE2 จึงจะกระตุนการแสดงออกของ RANKL ผานทาง EP2 receptor 
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ตอไป ดังจะเห็นไดจากการที่ ผลของแรงกดเชิงกลที่มีตอการแสดงออกของ RANKL สามารถยับยั้งไดดวย indomethacin ซึ่ง

เปนยาที่ยับยั้งการทํางานของ COX II ในการสังเคราะห PGE  

 OPN เปน phosphoprotein ที่พบไดมากในกระดูก โปรตีนตัวนี้ ทําหนาที่สงเสริมการเกาะของเซลลทําลายกระดูก 

หรือ osteoclast กับผิวกระดูก โดยมีรายงานวา ในหนูที่ไมมีการแสดงออกของ OPN จะไมมีการละลายตัวของกระดูก ใน

สภาวะที่ ไมมีแรงกระทําตอกระดูก คือไมพบการละลายตัวของกระดูกที่ไมมีการใชงาน (Ishijima et al., 2001; 2002) ซึ่งแสดง

ถึงความสําคัญของ OPN ในกระบวนการ mechanical stress induced bone remodeling สอดคลองกับการที่แรงกดเชิงกล

สามารถเพิ่มการแสดงออกของ OPN ไดอยางเร็ว ขอสังเกตอีกประการหนึ่งคือ ระดับของ ATP ที่กระตุนการแสดงออกของ 

OPN นั้น อยูในระกับที่ต่ํากวาที่ใชกระตุน RANKL กวา 10 เทา ซึ่งแสดงวา OPN นาจะเปน primary target ของแรงกดเชิงกล 

 ในสวนของ RANKL นั้น จะเปนโปรตีนที่สามารถจับกับ RANK บนผิวเซลล osteoclast และทําหนาที่สงสัญญาณ

กระตุน differentiation, activation และ survival ของ osteoclast (reviewed in Takahashi et al., 1999; Boyle et al., 2003) 

โปรตีนตัวนี้ จะทํางานคูกับ osteoprotegerin หรือ OPG ซึ่งจะแยงจับกับ RANKL ทําใหไมสามารถจับกับ RANK ได ดังนั้น 

การเพิ่มขึ้นของ RANKL/OPG ratio จึงแสดงถึงการเพิ่มขึ้นของปริมาณ และ activity ของเซลลทําลายกระดูก 

 กลไกการตอบสนองของเซลลเอ็นยึดปริทันตตอแรงกดเชิงกลยังคงไมชัดเจน ผลการทดลองแสดงวา การตอบสนอง

ของเซลลตอแรงกดเชิงกล นาจะเกี่ยวกับการเพิ่มระดับของแคลเซียมอิออนภายในเซลล โดยพบวาตัวยับยั้งการทํางานของ IP3 

receptor และตัวยับยั้งการเพิ่มระดับแคลเซียมในเซลล สามารถยับยั้งผลของแรงกดเชิงกลในการกระตุน OPN และ RANKL 

ได อยางไรก็ดี กลไกการกระตุนการเพิ่มระดับแคลเซียมอิออนภายในเซลลโดยแรงกดเชิงกลยังไมมีความชัดเจน 

 การเพิ่มระดับของแคลเซียมอิออนภายในเซลลยังเกี่ยวของกับการเปด hemichannel ดวย ทั้งนี้ พบวา แรงกดเชิงกล

จะสามารถกระตุนใหสารฟลูออเรสซีน ผานเขาสูเซลล และยับยั้งไดดวย ตัวยับยั้งตอ Cx43 และตัวยับยั้งแคลเซียมอิออน เปนที่

นาสังเกตวา ตัวยับยั้งตอ connexin บางชนิด เชน Cx40 ไมสามารถยับยั้งผลของแรงกดเชิงกลได ซึ่งนาจะเปนไปไดวา Cx แต

ละชนิดนาจะมีหนาที่และการตอบสนองตอส่ิงเราที่แตกตางกัน บทบาทของ Cx ชนิดอื่นๆ ในเซลลเอ็นยึดปริทันต ยังไมมีความ

ชัดเจน และตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 
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 โดยสรุป ผลการศึกษาครั้งนี้ สนับสนุนวา เซลลเอ็นยึดปริทันต เปนเซลลที่รับรูตอแรงกดเชิงกลไดโดยตรง การ

ตอบสนองตอแรงกดเชิงกลสวนหนึ่ง คือการปลอย ATP จากเซลล จากนั้น ATP จะสามารถกระตุนการตอบสนองของเซลลผาน

ทาง P2 receptor การตอบสนองที่เกิดขึ้น จะสามารถเหนี่ยวนําการแสดงออกของ OPN และ COX II ผลของการเพิ่ม OPN 

นาจะชวยกระตุนใหเซลลทําลายกระดูกเคลื่อนเขามาที่บริเวณนั้นๆ เพิ่มขึ้น ในขณะที่ การเพิ่มของ COX II จะเพิ่มการสรางและ

หล่ัง PGE2 ซึ่งมีผลกระตุนการตอบสนองจากเซลลไดในหลายดานดวยกัน โดยเฉพาะการกระตุนการแสดงออกของ RANKL 

และนําไปสูการเพิ่มปริมาณ และเพิ่มการทํางานของ เซลลทําลายกระดูก ผลการทดลองนี้ จะชวยเพิ่มความเขาใจการ

ตอบสนองของเซลลเอ็นยึดปริทันต ตอแรงกดเชิงกล และยังชวยเพิ่มความเขาใจในกระบวนการทําลายกระดูกเบาฟน 
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บทความสําหรับเผยแพร 

 เนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต หมายถึงเนื้อเยื่อออนที่เชื่อมระหวางรากฟนและกระดูกเบาฟน โดยนอกจากหนาที่ในการยึด

ฟนไวกับกระดูกเบาฟนแลว เนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต ยังทําหนาที่เหมือนเบาะที่รองรับแรงที่เกิดขึ้นกับฟน ทั้งแรงจากการบดเคี้ยว 

การพูด รวมทั้งแรงจากการจัดฟน เนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต จะสรางขึ้นโดยเซลลเอ็นยึดปริทันตที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อ โดย

เซลลเหลานี้ ทําหนาที่สรางเสนใยที่ยึดโยงระหวางรากฟนและกระดูกเบาฟน และรักษาสมดุลของเนื้อเยื่อปริทันต นอกจากนี้ 

ยังรับรูและตอบสนองตอส่ิงเราตางๆ ซึ่งมีผลตอการทําลายและซอมแซมเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันตดวย 

 โดยที่เนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันตเปนเนื้อเยื่อที่ตองรองรับแรงอยูตลอดเวลา ดังนั้นแรง จึงนาจะเปนปจจัยหลักที่มีผลตอ

การทําหนาที่ของเซลลเหลานี้  การศึกษาครั้งนี้ เพื่อศึกษาผลของแรงกดตอเซลลเพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต โดยผล

การศึกษาพบวาเซลลเอ็นยึดปริทันต รับรูและตอบสนองตอแรงกดได โดยแรงกดในระดับสูง สามารถเพิ่มการสรางและการ

แสดงออกของยีนอยางนอย 2 ตัว คือ ออสติโอพอนทิน และ แรงคไลแกน (รีเซ็บเตอร แอคทิเวเทอร ออฟ นิวเคลียรแฟคเตอร 

แคบปาบี ไลแกน) ซึ่งเปนโปรตีนที่สัมพันธกับการทําลายกระดูก โดย ออสติโอพอนทิน จะสงเสริมการเคลื่อนที่และการยึดเกาะ

ของเซลลทําลายกระดูก ในขณะที่แรงคไลแกน จะสงเสริมการเกิดและกระตุนการทํางานของเซลลทําลายกระดูก ดังนั้น การที่

เนื้อเยื่อไดรับแรงที่มากเกินไป จะกระตุนใหมีการเพิ่มขึ้นของโปรตีนทั้งสองชนิดนี้ และเปนผลใหเนื้อเยื่อปริทันต ในบริเวณนั้น มี

จํานวนของเซลลทําลายกระดูกที่พรอมจะทํางานมากขึ้น และนําไปสูการทําลายกระดูกเบาฟน  

 การศึกษาครั้งนี้ ยังพบวากลไกที่แรงกดเพิ่มการสราง ออสติโอพอทินและแรงคไลแกน จะเกิดจากการที่แรงกดไป

กระตุนการเพิ่มปริมาณแคลเซียมภายในเซลล ซึ่งจะมีผลในการกระตุนใหชองที่ผิวเซลลที่เรียกวา เฮมิแชนแนล เปดออก และมี

การปลอย สาร เอทีพี ซึ่งเปนสารที่เกี่ยวของกับการสรางพลังงานภายในเซลล ออกจากเซลล ผลการศึกษาครั้งนี้ แสดงวา สาร 

เอทีพี นี้ นอกจากจะเกี่ยวของกับการสรางพลังงานภายในเซลลแลว ยังสามารถทําหนาที่กระตุนใหเซลลเอ็นยึดปริทันต สราง 

ออสติโอพอนทิน และ แรงคไลแกน ผานทางตัวรับ ชื่อวา พี2วาย บนผิวเซลลดวย  ผลของการกระตุนตัวรับ พี2วาย1 จะ

เหนี่ยวนําการแสดงออกของออสติโอพอนทิน และกระตุนการสราง สารที่ชื่อวา พรอสตาแกลนดิน อี2 ซึ่งปกติจะทําหนาที่
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เกี่ยวของกับการอักเสบ  จากนั้น พรอสตาแกลนดิน อี2 จึงจํากระตุนการสราง แรงคไลแกนอีกทอดหนึ่ง ผลของแรงกด และ เอ

ทีพี ในการเพิ่มการสรางพรอสตาแกลนดิน ยังอาจทําใหเกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อดวย ซึ่งจะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

 โดยสรุป เซลลเอ็นยึดปริทันต สามารถรับรูและตอบสนองตอแรงกดไดโดยตรง และเนื่องจากเซลลเหลานี้ ตองสัมผัส

กับแรงอยูตลอดเวลา แรงจึงนาจะเปนปจจัยที่ควบคุมการทํางานของเซลลเอ็นยึดปริทันต อยางไรก็ดี การตอบสนองของเซลล

เอ็นยึดปริทันตตอแรงในระดับต่ําจะยังไมชัดเจน แตการศึกษษครั้งนี้ พบวาแรงในระดับที่สูง จะกระตุนการสรางโปรตีน ออสติ

โอพอนทิน และ แรงคไลแกน ผานทางการหลั่ง เอทีพี การเพิ่มขึ้นของโปรตีนทั้งสองนี้ นาจะนําไปสูการเพิ่มปริมาณ เซลล

ทําลายกระดูก และการเพิ่มการทําลายกระดูกเบาฟน ผลการทดลองนี้ แสดงใหเหน็ถึงความสําคัญของสมดุลแรงในการ

ควบคุมสมดุลของเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต  



INTRODUCTION

Human periodontal ligament (HPDL) cells are responsible for the

mechanical stress transduced from the tooth, which is significant during

periodontal tissue remodeling and repair (Lekic and McCulloch, 1996).

Excessive mechanical stress can induce bone loss through the elevation of

inflammatory cytokines (Ren et al., 2002; Yamaguchi and Kasai, 2005) and

imbalance of the receptor activator of nuclear kappa B ligand (RANKL) and

osteoprotegerin (OPG) (Kanzaki et al., 2002; Yamaguchi et al., 2006). It has

been demonstrated that mechanical stress also induces the expression of

osteopontin (OPN) (Wongkhantee et al., 2007).

The molecular mechanism of OPN induction by mechanical stress in

HPDL cells is still unclear. Several reports demonstrated an increase of

prostaglandin E
2

(PGE
2
) after stress application in both osteoblasts and

HPDL cells (Kanzaki et al., 2002; Rawlinson et al., 2000; Kapur et al.,
2003). In addition, activation of mitogen-activated protein kinase (MAPK)

by stress has been reported (You et al., 2001). However, using inhibitors,

we have indicated that Rho kinase, but neither PGE2 nor MAPK, was

involved in the stress-induced OPN in HPDL cells (Wongkhantee et al.,
2007).

In the present study, the molecules involved in the stimulation of OPN

expression were further investigated. The involvement of Rho kinase in the

regulation of OPN expression has been reported in smooth-muscle cells

(Chaulet et al., 2001; Kawamura et al., 2004). Induction of OPN was

observed when smooth-muscle cells were activated with nucleotides, or

when high glucose levels occurred via Rho kinase, suggesting the role of

nucleotides in OPN expression. Among the nucleotides, adenosine

triphosphate (ATP) has been recognized as an important and ubiquitous

intracellular and extracellular messenger in various kinds of tissues

(Brambilla and Abbracchio, 2001; Burnstock and Knight, 2004; Smith and

Scott, 2006). Intracellular ATP is converted into cAMP by adenylyl cyclase

and acts as a major signaling molecule responsible for several biological

responses, while extracellular ATP mediates its action through the family of

P2 purinoceptors. The P2 purinoceptor is classified into 2 main subfamilies:

P2Y, a G-protein coupled receptor; and P2X, an ion channel receptor. At

least 8 subtypes of P2Y and 7 subtypes of P2X have been identified

(Schwiebert, 2000).

It has been demonstrated that mechanical stress induced a rise in

intracellular cAMP and the release of ATP in several cell types, including

osteoblasts (Harell et al., 1977; Nakano et al., 1997; Yamamoto et al., 2000;

Romanello et al., 2001; Furuya et al., 2005). The released ATP works as an

autocrine and paracrine mediator, and plays a role in mechano-transduction.

In addition, ATP has a potent stimulatory action on IL-6 secretion, but an

inhibitory action on OPG expression (Ihara et al., 2005). ATP also

stimulates human osteoclast activity via the up-regulation of RANKL

(Buckley et al., 2002). This evidence emphasizes the important role of ATP
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as one of the regulators of bone homeostasis.

A recent study reported that ATP caused growth arrest in

HPDL cells, suggesting the influence of ATP in periodontal

tissue regeneration (Kawase et al., 2007). In the present study,

we found that HPDL cells expressed P2Y receptors, leading to

the hypothesis that these receptors may be significant for the

responses of cells to mechanical stress. We thus hypothesized

that the up-regulation of OPN expression induced by

mechanical stress was caused by the release of ATP, which

acted through P2 receptors in HPDL cells.

MATERIALS & METHODS

Cell Culture
HPDL cells were obtained from healthy third molars extracted

for orthodontic reasons and prepared as previously described

(Pattamapun et al., 2003). The protocol was approved by The

Ethics Committee, Faculty of Dentistry, Chulalongkorn

University, and informed consent was obtained from each

person. Briefly, teeth were rinsed with sterile phosphate-

buffered saline, and the PDL was removed from the middle third

of the root. The explants were harvested on 60-mm culture

dishes and grown in Dulbecco's Modified Eagle's Medium

(DMEM) (Hyclone, Logan, UT, USA), supplemented with 10%

fetal calf serum (Hyclone), 2 mM L-glutamine (Gibco BRL,

Carlsbad, CA, USA), 100 units/mL penicillin, 100 �g/mL

streptomycin (Gibco BRL), and 5 �g/mL amphotericin B (Gibco

BRL) in a humidified atmosphere of 95% air, 5% CO
2
, at 37°C.

Cells from the third to the fifth passages were used. All

experiments were performed in triplicate with cells prepared

from three different donors.

Application of Mechanical Stress
The method for mechanical stress application was modified from

Kanzaki et al. (2002). Briefly, cells were seeded in six-well plates

at a density of 200,000 cells/well for 16 hrs. A plastic cylinder

containing metal coins was placed over the culture to generate

compressive forces ranging from 0 to 2 g/cm2.

For inhibitory experiments, each inhibitor was added to the

medium 30 min prior to the experiment. The inhibitors used

included 15 �M suramin, 0.18 �M NF449, 1 unit/mL apyrase, 0.5-

5 �M MRS2179 (all from Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis,

MO, USA), and 1.25 nM Rho-kinase inhibitor (Calbiochem, EMD

Biosciences, San Diego, CA, USA).

Application of ATP
Exogenous ATP (0.1, 1, 10 �M) (Sigma-Aldrich) was applied to

HPDL cell culture for 2 hrs before total RNA extraction and for 24

hrs before protein extraction. RNA extraction and semi-

quantitative transcription polymerase chain-reaction assay (RT-

PCR) were performed. Total cellular RNA was extracted (Tri-

reagent, Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA)

according to the manufacturer's instructions. One microgram of

each RNA sample was converted to cDNA by the use of an avian

myeloblastosis virus (AMV) for 1.5 hrs at 42°C. After RT, PCR

was performed. The primers were prepared following the reported

sequences from GenBank. The oligonucleotide sequences of the

primers were: GAPDH (NM002046.3), forward 5�-

TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT-3�, reverse 5�-

TCACACCCATGACGAACATGG-3�; OPN (NM000582.2),

forward 5�-AGTACCCTGATGCTACAGACG-3�, reverse 5�-
CAACCAGCATATCTTCATGGC-3�; P2Y1 (NM002563.2),

forward 5�-CGGTCCGGGTTCGTCC-3�, reverse 5�-

CGGACCCCGGTACCT-3�; and P2Y2 (NM002564.2), forward

5�-CTAAAGCCAGCCTACGGGAC-3�, reverse 5�-

TCCTATCCTCTGCATGTC-3�.
The PCR was performed with Taq polymerase (Qiagen,

Hilden, Germany) and a PCR volume of 25 �L. The amplification

profile for OPN was 1 cycle at 94°C for 1 min, 30 cycles at 94°C

for 1 min, hybridization at 60°C for 1 min,, and extension at 72°C

for 2 min, followed by 1 extension cycle at 72°C for 10 min. The

same profile was also used for P2Y1, P2Y2 (35 cycles), and

GAPDH (22 cycles). The PCR was performed in a DNA thermal

cycler (Biometra, Göttingen, Germany). The amplified DNA was

subjected to electrophoresis on a 2% agarose gel and visualized by

ethidium bromide fluorostaining. The relative intensities of the

bands were measured by image analysis.

Protein Extraction and Western Blot Analysis
Protein was extracted with a radioimmunoprecipitation assay

(RIPA). Protein concentrations were measured by means of a BCA

protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA). Equal amounts of

protein samples were subjected to electrophoresis on a 10% SDS-

polyacrylamide gel and subsequently transferred onto

nitrocellulose membrane. For the reduction of non-specific

binding, the membrane was incubated in 5% non-fat milk for 2 hrs.

Subsequently, the membrane was incubated with primary antibody

against OPN (1:1000; Chemicon International, Temecula, CA,

USA), P2Y1 or P2Y2 (1:300; Abcam, Cambridge, MA, USA), or

�-actin (1:1000; Chemicon International). The membranes were

then incubated with biotinylated secondary antibody, followed by

peroxidase-labeled streptavidin. The signal was captured by

chemoluminescence (Pierce Biotechnology). The relative intensity

of bands was measured by Scion image analysis software (Scion,

Frederick, MD, USA).

Luciferin-Luciferase bioluminescence assay
The extracellular ATP concentration was determined by means of

an ENLITEN® ATP Assay System Bioluminescence Detection kit

for ATP measurement (Promega, Madison, WI, USA). During

analysis, a 100-�L quantity of Enliten Luciferase/Luciferin (L/L)

medium (rL/L reagent, reconstitution buffer) was added to 100 �L

of sample in the microplate. The resulting light signal was

immediately measured by a luminometer (Victor Light

Luminescence Counter, PerkinElmer Ltd., Salem, MA, USA). A

calibration curve was generated for each luciferase assay by serial

dilution of an ATP standard.

Statistical Analysis
All data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)

with the use of statistical software (SPSS, Chicago, IL, USA). A

Scheffé's test was used for post hoc analysis (p < 0.05).

RESULTS
HPDL cells were activated with mechanical stress (1.5 g/cm2)

for 24 hrs. The results showed that stress induced the up-

regulation of OPN at both mRNA (Fig. 1A) and protein levels

(Fig. 1B). The inductive effect was inhibited by suramin, an

antagonist for the P2 receptor family (Fig. 1A), and NF449, an

antagonist for P2X1, P2X3, P2Y1, and P2Y2 (Fig. 1B). These

results led to the hypothesis that nucleotide receptors,

especially P2X1, P2X3, P2Y1, and P2Y2, were involved in the

induction of OPN. The band density from Western blot analysis

was assessed (Fig. 1).
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For further analysis of the involvement of nucleotide, the

conditioned medium was collected from the culture after

application of stress (stress-induced conditioned medium; CM-

S) for 2 hrs, transferred to another set of cultures, and culture

continued for 24 hrs. The results revealed that the culture

incubated with the stress-induced conditioned medium

increased OPN expression when compared with that incubated

with control conditioned medium (CM-C, Fig. 2A). The results

suggested an effect of the secreted molecule(s) from stress-

treated cultures in OPN induction.

We further examined the amount of ATP in the culture

medium and found that stress increased ATP secretion into the

medium (Fig. 2B). The application of apyrase, an ecto-ATPase,

could partially inhibit the inductive effect of stress-induced

conditioned medium. The data supported the hypothesis that

ATP in the stress-induced conditioned medium had a

significant effect on OPN induction (Fig. 2C).

Since ATP exerted its effect through the P2 receptor, we

investigated the expression of the P2 receptor in HPDL

cells. The results indicated that both P2Y1 and P2Y2

receptors were expressed in HPDL cells (Fig. 3A). However,

we could not detect the expression of P2X1 and P2X3

receptors (data not shown). To elucidate the kinds of P2Y

receptors involved in stress-induced OPN expression, we

used MRS2179, a specific P2Y1 antagonist. The results

showed that MRS2179 inhibited stress-induced OPN

expression in a dose-dependent manner, indicating a role for

the P2Y1 receptor (Fig. 3B).

To confirm the role of ATP, we applied exogenous ATP (0,

0.1, 1, and 10 �M) to the cultures. We found that ATP induced

the expression of OPN in a dose-dependent manner (Fig. 4A).

In addition, the inductive effect of ATP was abolished by the

Rho kinase inhibitor (Fig. 4B), a result similar to that obtained

from mechanical stress application. However, the Rho kinase

inhibitor had no effect on the stress-induced release of ATP

(Fig. 4C). These results suggested that Rho kinase was

involved in the stress/ATP-induced OPN expression, but not in

the stress-induced ATP.

DISCUSSION
We previously reported that mechanical stress induced OPN

expression in HPDL cells (Wongkhantee et al., 2007). In this

study, we further demonstrated that the increased expression of

OPN was mediated by the release of ATP, which exerted its

stimulatory effect through P2Y1 receptors.

An increase in the release of ATP in response to

mechanical stress has been shown in several cell types, such as

subepithelial fibroblasts (Furuya et al., 2005), chondrocytes

(Graff et al., 2000), and osteoblasts (Homolya et al., 2000;

Romanello et al., 2001). In the present study, we showed that

HPDL cells are able to release ATP in response to mechanical

stress. However, the exact mechanism of stress-induced ATP

release requires further investigation.

This is the first report showing that ATP induces

osteopontin expression. Our previous study showed that

mechanical-stress-induced OPN occurred via the Rho kinase

pathway. The Rho kinase inhibitor could inhibit the action of

ATP-induced OPN, but not the stress-induced ATP release.

These findings suggest that stress induces the release of ATP,

which in turn mediates Rho kinase activation and results in the

up-regulation of OPN. The function of ATP in the conditioned

medium was confirmed by apyrase, a potent ecto-ATPase for

ATP degradation. However, the incomplete inhibition exerted

by apyrase on the conditioned medium-induced OPN

expression suggests that there might be other molecule(s)

involved in the mechanism, such as other nucleoside

triphosphates and diphosphates, which exert their action

through the P2Y1 receptor.

We found that HPDL cells expressed both P2Y1 and P2Y2

receptors. Although ATP is able to act through almost all

subtypes of P2 receptors (Hoebertz et al., 2003), MRS2179, the

Figure 1. Stress-induced OPN expression was inhibited by suramin and
NF449. HPDL cells were stimulated with 1.5 g/cm2 of force for 24 hrs.
Increased OPN mRNA (a) and protein (b) expression was observed. The
stress-induced OPN expression was significantly abolished by both
suramin (A) and NF449 (B). The graph represents the band density from
Western blot analysis. The results are expressed as mean ± SD from 3
different experiments. *p < 0.05.

Figure 2. The conditioned medium (CM-S) induced the expression of
OPN. (A) Cells were incubated for 24 hrs with the medium transferred
from the stress-stimulated (CM-S) and non-stimulated (CM-C) cultures.
CM-S induced OPN expression when compared with control (CM-C).
The inductive effect exerted by CM-S was similar to that resulting from
stress (S) and could be inhibited by NF449. (B) The Luciferin-Luciferase
bioluminescence assay revealed that the amount of ATP in the medium
collected from stress-stimulated cultures (1, 1.5, 2 g/cm2) was
increased. (C) Apyrase partially inhibited the CM-S-induced OPN
expression. The graph shows the band density from Western blot
analysis. The results are expressed as mean ± SD from 3 separate
experiments. *p < 0.05; a, mRNA expression; b, protein expression.
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specific P2Y1 receptor, could completely inhibit the action of

stress-induced OPN. This result indicated that P2Y1 is the main

receptor involved in the induction of OPN.

The stimulatory effect of ATP on the expression of OPN

could affect the homeostasis of the periodontium. OPN has

been shown to facilitate migration and adhesion of osteoclasts

(Denhardt and Guo, 1993; Terai et al., 1999). OPN null mice

exhibited the lack of bone remodeling (Hoebertz et al., 2000).

It is possible that the ATP released from HPDL cells influences

the behavior of both osteoblasts and osteoclasts, which express

P2 receptors, since ATP can potently enhance the activation

and formation of osteoclasts (Morrison et al., 1998) and

stimulates cell proliferation in osteoblasts (Orriss et al., 2006).

Therefore, the ATP released by HPDL cells may influence the

behavior of both PDL and bone cells and subsequently affect

the homeostasis of the periodontium.

In conclusion, the present study shows that mechanical

stress induces OPN expression via ATP, which mediates the

signal through the P2Y1 receptor in HPDL cells. We propose

that the increased ATP plays an important role in the

mechanism of pressure-induced alveolar bone resorption.
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Background and Objective: Our previous study showed that human periodontal

ligament cells responded to mechanical stress by increasing adenosine triphosphate

(ATP) release, accompanied by the increased expression of RANKL and osteo-

pontin. We found that the signaling pathway of mechanical stress-induced

osteopontin was mediated through ATP/P2Y1 receptor and Rho kinase activation

but that of mechanical stress-induced RANKL was different. In this study, we

further investigated the effect of extracellular ATP on the expression of RANKL

and the mechanism involved.

Material and Methods: Human periodontal ligament cells were treated with ATP

(10–40 lM). The expressions of RANKL and cyclo-oxygenase 2 (COX-2) were

examined by RT-PCR and western blot analysis. The level of prostaglandin E2

was determined using ELISA. Signaling pathways were investigated by using

inhibitors and antagonist.

Results: Adenosine triphosphate induced the expression of RANKL. Indo-

methacin, an inhibitor of COX, could abolish the induction of RANKL expres-

sion, suggesting a COX-dependent mechanism. A cAMP-dependent protein kinase

inhibitor, H89, and a nuclear factor jB (NFjB) inhibitor, pyrrolidine dithio-

carbamate, inhibited RANKL expression, prostaglandin E2 production and

NFjB translocation. In addition, a specific P2Y1 receptor antagonist, MRS2179,

and P2Y1 small interfering RNA diminished the effect of ATP.

Conclusion: Extracellular ATP stimulates RANKL expression in human perio-

dontal ligament cells through a pathway dependent on the P2Y1 receptor, cAMP-

dependent protein kinase, NFjB and COX. Our results suggest that, among the

molecules responsible for the effect of mechanical stress, ATP participates in bone

resorption or bone homeostasis by mediating its signal through the P2Y1 receptor

and the NFjB–COX–RANKL axis in periodontal tissue.
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Adenosine triphosphate (ATP) and

related nucleotides are recognized as

important and ubiquitous extracellular

messengers that are released from var-

ious kinds of tissues (1,2). Adenosine

triphosphate is often released from

different cell types in response to

mechanical perturbations such as shear

stress, membrane stretch or hypo-

osmotic swelling (1,3–5).

Upon the mechanical stress or bio-

logical activation, ATP can be released

via lytic or non-lytic mechanisms

involving vesicle-mediated secretion,

carrier-mediated transport or plasma

membrane channels (6,7). The released

ATP activates plasma membrane

receptors known as purinergic (P2)

receptors, which are classified broadly

within two families, based on their

mode of signal transduction, as the

ligand-gated ion channels (P2X) and

the G-protein-coupled metabotropic

receptors (P2Y; 8).

Adenosine triphosphate is also one

of the regulators of bone homeostasis.

It has been demonstrated that ATP can

stimulate osteoclast activity via an

up-regulation of the expression of

RANKL in osteoblasts (9). Extra-

cellular ATP stimulated the resorptive

activity of rat osteoclasts (10). Pit for-

mation in vitro was observed when

ATP was added to cultures of human

osteoclasts isolated from a giant cell

tumor (11). These lines of evidence

indicate that ATP participates in bone

homeostasis through the regulation of

RANKL.

Receptor activator of nuclear fac-

tor jB ligand is a molecule essential

for osteoclastogenesis. It is expressed

by osteoblasts as a membrane-associ-

ated factor. When RANKL binds to

RANK, a receptor expressed on the

cell surface of osteoclast precursors, it

stimulates the differentiation of those

precursors into mature osteoclasts. In

contrast, an interaction of RANKL

with RANK can be inhibited by

osteoprotegerin, a soluble factor

secreted by osteoblasts. Osteoproteg-

erin acts as a decoy receptor for

RANKL and thus prevents osteoclast

differentiation. Therefore, RANKL

and osteoprotegerin are considered as

major factors that regulate bone

homeostasis.

It is of interest that human perio-

dontal ligament cells also express

RANKL and osteoprotegerin and that

their balance could be altered by

mechanical stress (12,13). Our previous

study found that cells responded to

mechanical stress by increasing the

release of ATP, as well as the expres-

sion of RANKL and osteopontin, at

both the mRNA and the protein level

(14). We also reported that the

mechanical stress up-regulated osteo-

pontin via ATP/P2Y1 receptor and

Rho kinase activation (15). However,

the elevation of RANKL expression by

ATP has not been elucidated. In the

present study, we hypothesized that the

up-regulation of RANKL in human

periodontal ligament cells was a con-

sequence of release by ATP. The role

of ATP in RANKL expression and the

mechanism involved was demonstrated

in human periodontal ligament cells.

Material and methods

Cell culture

Human periodontal ligament cells were

obtained from extracted healthy third

molars for orthodontic reason with

informed consent. The protocol was

approved by the Ethics Committee,

Faculty of Dentistry, Chulalongkorn

University. Teeth were rinsed with

sterile phosphate-buffered saline, and

the periodontal tissue was removed

from the middle third of the root sur-

face and grown in Dulbecco�s modified

Eagle�s medium (Hyclone, Logan, UT,

USA) supplemented with 10% fetal

calf serum (Hyclone), 2 mM L-gluta-

mine (Gibco BRL, Carlsbad, CA,

USA), 100 units/mL penicillin (Gibco

BRL), 100 lg/mL streptomycin (Gibco

BRL) and 5 lg/mL amphotericin

B (Gibco BRL), and incubated in a

humidified atmosphere of 95% of air,

5% CO2 at 37�C. Each preparation

was from one molar. Cells from pas-

sage 3 of three different preparations

were used in the experiments.

Treatment of cells

Cells were seeded in six-well plates, at a

density of 25,000 cells cm–2, and

grown to subconfluence. After depri-

vation of serum for 6 h, cells were

stimulated with ATP (Sigma-Aldrich

Chemical, St Louis, MO, USA). To

examine the effect of ATP on RANKL,

cyclo-oxygenase (COX) mRNA

expression and prostaglandin E2

(PGE2) secretion, cells were treated

with 0, 10, 20 or 40 lM ATP in serum-

free medium. The RNA was extracted

for RT-PCR analysis after 16 h of

treatment, and the medium was col-

lected for ELISA at 2 h after exposure

to ATP. Cell protein extracts and cul-

ture medium were collected from a

parallel set of cultures after 48 h of

stimulation for western blot analysis.

The effective dose was selected and

used for the rest of the experiments.

To confirm the activity of adenylyl

cyclase on RANKL expression and

PGE2 release, forskolin (Sigma-

Aldrich Chemical) at 0.1 and 1 mg/mL

was used.

Inhibitors

The inhibitors used were 10 lM indo-

methacin (Sigma-Aldrich Chemical),

20 lM pyrrolidine dithiocarbamate

(PDTC; Sigma-Aldrich Chemical),

2 lM phospholipase C inhibitor

U73122, 5 nM cAMP-dependent pro-

tein kinase inhibitor H89 dihydro-

chloride hydrate (Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA,

USA), 5 lM P2Y1 receptor antagonist

MRS2179 (Sigma-Aldrich Chemical)

and small interfering RNA or control

oligonucleotide (Santa Cruz Biotech-

nology). Cells were treated with each

inhibitor for 30 min (24 h for small

interfering RNA or control oligo-

nucleotide) prior to the addition of

40 lM ATP.

Extraction of RNA and semi-
quantitative RT-PCR

Total cellular RNA was extracted with

reagent (Tri-reagent; Molecular

Research Center, Cincinnati, OH,

USA) according to the manufacturer�s
instructions. One microgram of each

RNA sample was converted to cDNA

by reverse transcription using avian

myeloblastosis virus reverse tran-

scriptase (Promega, Madison, WI,

USA) for 1.5 h at 42�C. Subsequent
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to reverse transcription, PCR was

performed. The primers were prepared

following the reported sequences from

GenBank. The oligonucleotide se-

quences of the primers were as follows:

The PCR was performed using Taq

polymerase (Qiagen, Hilden, Ger-

many) with a PCR volume of 25 ll.
The amplification profile for RANKL

(32 cycles) was one cycle at 94�C for

1 min, hybridization at 60�C for 1 min

and extension at 72�C for 2 min, fol-

lowed by one extension cycle at 72�C
for 10 min. The same profile was also

used for osteoprotegerin (24 cycles),

COX-1 (30 cycles), COX-2 (27 cycles)

and glyceraldehyde 3-phosphate dehy-

drogenase (GAPDH; 22 cycles). The

PCR was performed in the DNA

thermal cycler (Biometra, Gottingen,

Germany). The amplified DNA was

electrophoresed on a 1% agarose gel

and visualized by ethidium bromide

fluorostaining. The relative intensities

of the gel bands were measured by

imaging software analysis (Scion Im-

age; Scion, Frederick, MD, USA).

Western blot analysis

Osteoprotegerin was prepared from the

culture medium. The lyophilized med-

ium was dissolved in sample buffer,

boiled and subjected to sodium dode-

cyl sulfate-polyacrylamide gel electro-

phoresis to detect osteoprotegerin. To

detect RANKL, P2Y1 receptor and

actin, protein was extracted with

radioimmunoprecipitation assay (RIPA)

buffer (Sigma-Aldrich Chemical). Pro-

tein concentrations were measured

using a protein assay kit (BCA protein

assay kit; Pierce Biotechnology,

Rockford, IL, USA). Equal amouts of

protein samples were subjected to

electrophoresis on a 10% sodium

dodecyl sulfate polyacrylamide gel and

subsequently transferred onto nitro-

cellulose membrane. For the reduction

of non-specific binding, the membrane

was incubated in 5% non-fat milk for

1 h before being incubated in the pri-

mary antibody. The antibody raised

against RANKL (dilution 1:50; R&D

Systems, Minneapolis, MN, USA),

osteoprotegerin (dilution 1:250; R&D

Systems), P2Y1 (dilution 1:300; Ab-

cam, Cambridge, MA, USA) or actin

(dilution 1:1000; Chemicon Interna-

tional, Temecula, CA, USA) was used

as the primary antibody. The mem-

branes were incubated in biotinylated

secondary antibody, followed by

peroxidase-labeled streptavidin. The

signal was captured by chemolumines-

cence. The relative intensities of bands

were measured by imaging software

analysis (Scion Image; Scion).

Measurement of PGE2

Measurement of PGE2 from the media

was performed using PGE2 ELISA kits

(Parameter PGE2 Immunoassay; R&D

Systems), according to the manufac-

turer�s instructions. The experiments

were performed in triplicate.

Detection of nuclear factor jB (NFjB)
localization by immunofluorescence

Cells were seeded in a chamber slide

(Lab-TEK� II Chamber slideTM Sys-

tem; Nalge Nunc International Corp.,

Rochester, NY, USA) at a density of

50,000 cells per chamber and grown to

subconfluence. After being starved in

serum-free conditions for 6 h, cells were

treated with ATP in the presence or

absence of inhibitors. At the indicated

time, cells were washed in phosphate-

buffered saline (for 5 min, twice) and

fixed with cold methanol (Merck

KGAA, Darmstadt, Germany) for

RANKL Forward, 5¢ CCA GCA TCA AAA TCC CAA GT 3¢
Reverse, 5¢ CCC CTT CAG ATG ATC CTT C 3¢

Osteoprotegerin Forward, 5¢ TGC AGT ACG TCA AGC AGG A 3¢
Reverse, 5¢ TGA CCT CTG TGA AAA CAG C 3¢

COX-1 Forward, 5¢ GCA GCT GAG TGG CTA TTT CC 3¢
Reverse, 5¢ ATC TCC CGA GAC TCC CTG AT 3¢

COX-2 Forward, 5¢ TTC AAA TGA GAT TGT GGG AAA ATT GCT 3¢
Reverse, 5¢ AGA TCA TCT CTG CCT GAG TAT CTT 3¢

P2Y1 Forward, 5¢ CGG TCC GGG TTC GTC C 3¢
Reverse, 5¢ CGG ACC CCG GTA CCT 3¢

Glyceraldehyde

3-phosphate

dehydrogenase

Forward, 5¢ TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT 3¢
Reverse, 5¢ TCA CAC CCA TGA CGA ACA TGG 3¢

A

B

C

D

Fig. 1. Adenosine triphosphate induced RANKL mRNA and protein expression. Human

periodontal ligament cells were treated with various concentrations of ATP ranging from 0 to

40 lM for 16 h for RT-PCR and 48 h for western blot analysis in serum-free conditions. The

results from both RT-PCR (A) and western blotting (C) showed that ATP increased the

expression of RANKL, but not that of osteoprotegerin (OPG), in a dose-dependent manner.

The graphs represent the ratio of RANKL to osteoprotegerin from RT-PCR (B) and western

blot analysis (D). The results are expressed as means ± SD from three different experiments.

*Significant difference, p < 0.05.
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10 min. Cells were incubated overnight

at 4�C with primary antibody against

NFjB p50 (NLS; dilution 1:200 in 10%

fetal bovine serum, sc-114; Santa Cruz

Biotechnology), followed by biotiny-

lated secondary antibody (dilution

1:1000; ZymedLaboratories Inc., South

San Francisco, CA, USA) and strepta-

vidin–fluorescein isothiocyanate (dilu-

tion 1:1000; Sigma-Aldrich Chemical)

for 40 min. The chamber slide was then

washed with phosphate-buffered saline

andmounted. Cells were observed using

a scanning photographic system (MI-

RAX MIDI, Carl Zeiss MicroImaging

Inc., Jena, Germany).

Transfection of small interfering RNA

Human periodontal ligament cells were

grown in six-well plates, in medium

without antibiotics, to 70–80% con-

fluence. Cells were treated with a mixed

solution of small interfering RNA

oligonucleotides specific to P2Y1

according to the manufacturer�s
instructions (Santa Cruz Biotechnol-

ogy) and were transfected with the

small interfering RNA for 24 h before

treatment with ATP. For the control

culture, control small interfering RNA

was added.

Statistical analysis

All data were analyzed by one-way

analysis of variance (ANOVA) using

statistical software (SPSS, Chicago, IL,

USA). Scheffe�s test was used for post

hoc analysis (p < 0.05).

Results

Our previous results indicated that an

increased level of RANKL expression

as well as increased ATP release was a

response of human periodontal liga-

ment cells to mechanical stimulation

(14,15); the effect of ATP on RANKL

expression was therefore further

investigated in the present study. Hu-

man periodontal ligament cells were

activated with 0, 10, 20 or 40 lM ATP,

and the expressions of RANKL

mRNA and protein were analyzed at

16 and 48 h, respectively. The mRNA

expression of RANKL was normalized

to the expression level of GAPDH,

while the amount of RANKL protein

was normalized to the amount of actin.

The results showed that ATP increased

the expression of RANKL in a con-

centration-dependent manner at both

transcriptional and translational levels

(Fig. 1A,C). The effective concentra-

tion (40 lM) of ATP was used for the

rest of the experiments. However, nei-

ther mRNA nor protein expression

of osteoprotegerin was observed

(Fig. 1A,C). The relative band densi-

ties of RANKL/osteoprotegerin from

each experiment are depicted as histo-

grams (Fig. 1B,D).

To determine the intracellular path-

way involved in the regulation of

RANKL by ATP, indomethacin was

used as an inhibitor. We found that the

elevation of RANKL induced by ATP

was suppressed by indomethacin, a

non-specific inhibitor of COX activity

(Fig. 2A,B). To confirm that ATP

mediated its signal via the COX

pathway, the expressions of COX-1

and COX-2 and the production of

PGE2 were examined after stimulating

the cells with 0–40 lM ATP. The result

showed that ATP increased the

expression of COX-2 but not COX-1

(Fig. 2C). Production of PGE2

increased remarkably at concentra-

tions of 20 and 40 lM (Fig. 2D).

We also investigated which mole-

cules are involved in the ATP-induced

RANKL expression. Inhibitors were

used to explore the signals involved.

The toxicity of the inhibitors was

monitored using 3-[4,5-dimethylthia-

zol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bro-

mide (MTT) assay. Pretreatment with

U73122, an inhibitor of phospholi-

pase C, resulted in neither blockade of

the PGE2 release nor RANKL

A

B

C

D

Fig. 2. Adenosine triphosphate-induced RANKL expression was inhibited by indomethacin.

(A) Human periodontal ligament cells were treated with 40 lM ATP in the presence or

absence of indomethacin, a non-specific COX inhibitor, to determine the role of COX in the

mechanism. The inhibitor was added 30 min before the treatment. The RNA was extracted at

16 h, and the cell protein extract was collected at 48 h after the treatment. The results showed

that application of indomethacin could inhibit the up-regulation of RANKL expression

induced by ATP at both the mRNA (Aa) and the protein levels (Ab). The graph (B) rep-

resents the band density from western blot analysis when control as marked as 1. The results

are expressed as means ± SD from three different experiments. (C) Adenosine triphosphate

induced COX-2 mRNA after treatment with various concentrations of ATP. The results

revealed that the expression of COX-2 increased in a concentration-dependent manner, but

not COX-1. (D) The amount of PGE2 in the culture medium was also measured by ELISA

after 2 h of exposure to ATP. We found that ATP increased PGE2 production significantly in

a dose-dependent manner. The graph shows the mean ± SD of band density from three

separate experiments. *Significant difference, p < 0.05.

ATP stimulates RANKL expression via P2Y1 receptor 407



expression in response to ATP stimu-

lation (data not shown). In contrast,

pre-incubation with either the NFjB
inhibitor PDTC or H89 dihydrochlo-

ride hydrate, a potent inhibitor of

cAMP-dependent protein kinase

(PKA), inhibited the elevation of both

RANKL (Fig. 3A) and PGE2

(Fig. 3B), suggesting that cAMP and

NFjB are the upstream signals of the

PGE2–RANKL axis in response to

ATP in human periodontal ligament

cells. To confirm the involvement of

cAMP, an adenylyl cyclase activator,

forskolin, was used. It appeared that

forskolin increased the synthesis of

RANKL and increased the release of

PGE2 from human periodontal liga-

ment cells (Fig. 3C,D). Immuno-

fluorescent staining was also used to

explore the NFjB nuclear transloca-

tion. The results showed that ATP

induced NFjB translocation and the

effect was attenuated by H89 as well as

by PDTC (Fig. 4).

To investigate whether P2Y1 is the

receptor through which ATP mediates

its signal to up-regulate COX-2 and

RANKL expression, a specific P2Y1

antagonist, MRS2179, was applied to

the cultures prior to addition of ATP.

It appeared that MRS2179 inhibited

the stimulatory effect of ATP on COX-

2 expression (Fig. 5A) and PGE2 pro-

duction (Fig. 5B). In addition, the

expression of RANKL mRNA and

protein were attenuated (Fig. 5C,D).

The results suggested that ATP could

act through the P2Y1 receptor.

Small interfering RNA was used

as another approach to confirm the

results obtained using P2Y1 receptor

antagonist. Control small interfering

RNA and P2Y1 small interfering RNA

(120, 140 and 180 pM) were transfected

into human periodontal ligament cells

for 24 h before application of ATP.

The results confirmed that P2Y1 small

interfering RNA reduced P2Y1 mRNA

and protein expression effectively at

120 pM (Fig. 6A) and that it exerted an

inhibitory effect on both PGE2 release

(Fig. 6B) and RANKL expression

(Fig. 6C,D) similar to that exerted by

P2Y1 receptor antagonist.

Discussion

The results revealed that extracellular

ATP stimulates RANKL production

through the COX-dependent

pathway. In addition, the stimulatory

effect is mediated through the P2Y1

receptor in human periodontal

ligament cells.

The role of ATP on the up-regula-

tion of RANKL has been reported

mostly in osteoblasts. Buckley et al. (9)

demonstrated that ATP stimulated

human osteoclast activity via the up-

regulation of osteoblast-expressed

RANKL. Jin-Man Kim and co-work-

ers (16) also demonstrated that block-

ing ATP generation significantly

decreases RANKL-stimulated osteo-

clast differentiation. However, the

increase in the level of RANKL gen-

erated by ATP in human periodontal

ligament cells has not been elucidated.

Although our previous study showed

that mechanical stress evoked RANKL

expression as well as ATP secretion,

the impact of ATP on RANKL

expression has not been clarified. The

results of this study provided a clearer

picture showing that the increase of

stress-induced RANKL could be a

consequence of ATP release.

The involvement of COX/PGE2 in

the regulation of RANKL expression

has been reported by Kanzaki and co-

workers (12). They demonstrated that

compressive force stimulated osteo-

clastogenesis in periodontal ligament

cells by increasing the expression of

RANKL and PGE2 production. We

considered the possibility that PGE2

might be an intermediate mediator of

the ATP-induced RANKL expression.

The expression of COX-1 and COX-2

and the production of PGE2 were

examined, and the results showed that

COX-2 and PGE2 responded to ATP

stimulation. The supporting evidence is

that the stimulatory effect of ATP was

A

B

C

D

Fig. 3. The stimulatory effect of ATP was abolished by PDTC and H89. Cells were treated

with PDTC, an NFjB inhibitor, and H89, a cAMP-dependent protein kinase inhibitor,

30 min before the addition of ATP. The protein extract was collected at 48 h for western blot

analysis and the culture medium was collected at 2 h for ELISA after the treatment. The

results showed that ATP-induced RANKL (A) and PGE2 production (B) were inhibited by

both PDTC and H89. The effects of forskolin, an activator of adenylyl cyclase, on RANKL

expression and PGE2 release are shown in (C) and (D), respectively. The graph (C) represents

the band density from the ratio of RANKL to actin when control as marked as 1. *Signif-

icant difference, p < 0.05.
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abrogated by indomethacin, an inhibi-

tor of prostanoid synthesis. In addi-

tion, these results were consistent

with previous reports demonstrating

the effect of ATP on the release of

PGE2 in many cell types, such as

endothelial cells (17), astrocytes (18)

and epithelial cells (19). We conclude

that, in human periodontal ligament

cells, the up-regulation of RANKL by

ATP is via a COX-dependent pathway.

The blocking effect exerted by NFjB
inhibitor and PKA inhibitor on the

release of PGE2 and the expression of

RANKL also suggests that NFjB and

cAMP are the upstream regulators of

the PGE2 release. Our study indicated

that ATP induced the translocation of

NFjB and the translocation was sup-

pressed by the inhibitor of cAMP-

dependent protein kinase. The results

suggest that cAMP could be the up-

stream signal of NFjB. It is tempting

to speculate that ATP induces the for-

mation of cAMP and causes activation

of NFjB. Subsequently, activation of

NFjB will activate cyclo-oxygenase,

resulting in the release of PGE2.

The involvement of cAMP in ATP-

induced RANKL expression was fur-

ther confirmed by the use of forskolin.

Addition of forskolin without ATP

could increase the expression of

RANKL at both the mRNA and the

protein level.

The finding that NFjB is one of the

downstream targets of the P2 receptor

agreed with the report by Korcok et al.

(20), which demonstrated that nucleo-

tides acted through P2Y6 receptors to

initiate NFjB signaling in osteoclasts.

In addition, the role of NFjB in con-

trolling the release of PGE2 had been

reported (21). However, our data sug-

gest that the increase of PGE2 and

RANKL stimulated by ATP are not a

consequence of PLC activity. This

finding is different from those found in

other cell types including epithelial

cells (19,22), which proposed that

ATP-induced release of PGE2 was

dependent on intracellular Ca2+ and

phospholipase C activity.

In regard to the ATP receptor, ATP

is able to act through almost all sub-

types of P2 receptors to exert various

effects (23). It has been shown to ini-

tiate NFjB signaling and enhance

survival through P2Y6 (20) and P2X7

receptors (24) in osteoclasts, to activate

DNA synthesis by acting on P2X

receptors in human osteoblast-like

MG-63 cells (25) and to generate

resorption pits on dentin disks by ele-

vating RANKL expression in osteo-

blast-like UMR-106 cells, where the

P2Y1 receptor is predominantly

expressed (9). These results indicate

that locally acting ATP may play a

pivotal role in osteoclast activation at

bone-resorbing sites by inducing ele-

vated expression of RANKL ligament

in bone cells. For human periodontal

cells, we found in the previous study

that perturbing the function of the

P2Y1 receptor using MRS2179, a spe-

cific inhibitor of the P2Y1 receptor,

attenuated the inductive effect of ATP

on osteopontin expression (15). In the

present study, a similar blocking effect

on ATP-induced RANKL expression

was seen using MRS2179 as well as

small interfering RNA. In addition, it

is notable that interference with the

function of the P2Y1 receptor exerted

an almost complete inhibition on the

stimulatory effect of ATP, indicating

that the P2Y1 receptor could be the

main receptor involved in the regula-

tion of both RANKL and osteopontin

expression by ATP in human perio-

dontal ligament cells.

Since mechanical stress induces

expression of PGE2 (12) as well as

proinflammatory cytokines such as

interleukin-1b (26), which is able to

stimulate the release of PGE2, it is

possible that the release of PGE2 is a

A

C

E

B

D

F

Fig. 4. Nuclear localization of NFjB enhanced by ATP was abolished by PDTC and H89.

Human periodontal ligament cells were incubated with or without inhibitor, PDTC or H89,

for 30 min before being treated with ATP for 2 h. Immunofluorescent staining showed that

ATP enhanced nuclear localization of NFjB (B) when compared with the control treatment

(A). The effect of ATP was abolished by PDTC (D) and H89 (F) when compared with their

corresponding control cultures (C,E). Scale bar represents 10 lm.
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result of the action of those pro-

inflammatory cytokines. We demon-

strated in the previous report that

mechanical stress increased the level of

ATP (15) and revealed in the present

study that ATP could cause a rise in

PGE2 production within 2 h. Our

results advance the understanding that,

besides proinflammatory cytokines,

ATP is one of the upstream signaling

molecules for PGE2 release in response

to mechanical stress in human perio-

dontal ligament cells and plays a role in

periodontal tissue homeostasis through

the P2Y1 receptor.

In conclusion, extracellular ATP

stimulates RANKL production by

human periodontal ligament cells

through P2Y1 receptor–COX–PGE2

pathways (Fig. 7). Adenosine triphos-

phate may thereby play an important

physiological role in periodontal

remodeling.
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Abstract 

Background and Objective: Our previous studies showed mechanical stress could induce 

adenosine triphosphate (ATP) release in human periodontal ligament (HPDL) cells.  By 

signaling through P2 purinergic receptors, ATP increased expression and synthesis of 

osteopontin (OPN) and receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL).  In 

this study, the mechanism of stress-induced ATP release was investigated.   

Material and Methods: Continuous compressive forces were applied on cultured HPDL 

cells. The released ATP was measured using luciferin-luciferase bioluminescence. The 

expression of gap junction proteins was examined by reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR) and western blot analysis.  The opening of hemichannels was 

demonstrated by cellular uptake of fluorescent dye, 5(6)-carboxyfluorescein, which is 

known to penetrate hemichannels.  Intracellular signal transduction was investigated using 

inhibitors and antagonists. 

Results: Mechanical stress caused the release of ATP into culture medium, which could be 

attenuated by carbenoxolone, a nonspecific gap junction inhibitor.  Addition of 

meclofenamic acid sodium salt, a connexin43 (Cx43) inhibitor, inhibited ATP released by 

mechanical stress.  Knockdown of Cx43 expression by small interference RNA (siRNA) 

reduced the amount of mechanical stress-induced ATP release, suggesting the role of Cx43 

hemichannels.  In addition, intracellular Ca2+ blockers could also inhibit mechanical stress-

induced ATP release and the opening of gap junction.  

Conclusion: Our study demonstrated the involvement of gap junction hemichannels, 

especially Cx43, in the stress-induced ATP release mechanism.  Furthermore, this 

mechanism may be regulated by the intracellular Ca2+ signaling pathway. These results 

suggest an important role of gap junction hemichannels in the function and behavior of 

HPDL cells. 
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Introduction 

Adenosine triphosphate (ATP) is one of the extracellular signaling molecules 

regulating various biological processes including cell proliferation, cell differentiation, 

muscle contraction and intercellular communication (1).  Reports indicated ATP has a 

significant function in controlling cellular behavior.  For example, extracellular ATP 

promoted collagen deposition in osteoblast culture (2) while inhibiting in vitro calcification 

(3).  It is well-known that, in periodontal tissue, ATP is considered an inflammatory 

mediator playing important role in chronic periodontitis.  ATP caused growth arrest and 

might influence periodontal tissue regeneration (4). 

Adenosine triphosphate can be released from cells in response to various types of 

stimulation such as mechanical stress, hypotonic condition and reduced extracellular Ca2+ 

level (5-9).  The detailed mechanism of ATP release is still not fully understood. However, 

several mechanisms have been reported including vesicular release, active transport via 

ABC transporters, diffusion via stretch-activated channels, voltage-dependent anion 

channels as well as connexin hemichannels (10).  

Gap junctions are specialized membrane structures which directly connect the 

cytoplasm of two neighboring cells. They function in cell-cell communication by allowing 

the passage of small molecules such as amino acids, ions and second messengers.  In 

addition, a function of hemichannel or half gap junction on cell surface has been reported 

as a channel connecting between cell and the extracellular space (11).  In general, the 

structure of hemichannel or connexon is composed of six connexins subunits joined 

together to form a nonselective channel permeable to molecules of less than 1,000 daltons. 

ATP, with a molecular weight of 507.21 daltons, could therefore be released via the opened 

hemichannels (5, 12-14). 
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The involvement of hemichannels in ATP release has been directly demonstrated in 

several cell types.  Studies in astrocytes, endothelial cells, cochlea and osteocytes showed 

the released ATP was inhibited by hemichannels blockers (5, 9, 13, 15).  In addition, 

certain types of connexins (Cx) have been shown to be ATP releasing channels.  Among 

these, pannexin-1 and connexin43 (Cx43) were reported to be a conduit for ATP-release by 

various stimuli (16-20). 

Connexin43 is expressed in many tissues including HPDL cells (21-23). The 

involvement of Cx43 in ATP release was demonstrated in retinal pigment epithelium (24), 

human microvascular endothelial cells (19), polymorphonuclear leukocytes (18), 

chondrocytes (25) and osteocytes (15). 

Our previous studies showed mechanical stress induced ATP release in HPDL cells. 

Exogenous ATP subsequently activated P2 receptors, resulting in increased expression and 

synthesis of OPN and RANKL.  Addition of suramin, a P2 receptor antagonist, suppressed 

the induction of both OPN and RANKL but had no effect on the release of ATP.  These 

results indicated P2 receptors involved in the induction of OPN and RANKL, but did not 

participate in the formation and release of ATP.  However, the mechanism of ATP release 

in HPDL cells by mechanical stress was still unknown.  In the present study, we aimed to 

investigate the mechanism and the intracellular signal transduction pathway involved in 

mechanical stress-induced ATP release in HPDL cells.  

 

Material and methods 

Cell culture 

HPDL cells were obtained from healthy third molars extracted for orthodontic 

reasons and prepared as previously described (26). The protocol was approved by the 

Ethics Committee, Faculty of Dentistry, Chulalongkorn University. Informed consent was 
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obtained from each patient (four females and two males; 18-22 years of age).  Briefly, after 

rinsing with sterile phosphate buffered saline, periodontal tissue was scraped from the 

middle third of the root surface and placed in culture vessels containing Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (Hyclone, Logan, UT, USA) supplemented with 10% fetal calf 

serum (Hyclone), 2 mM L-glutamine (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA), 100 units/mL 

penicillin (Gibco BRL), 100 µg/mL streptomycin (Gibco BRL), and 5 µg/mL amphotericin 

B (Gibco BRL), then incubated in an atmosphere of air containing 5% CO2 at 37°C.  Each 

cell preparation was established from one donor.  Cells from the 3th to 5th passages were 

used. All experiments were performed in triplicate using cells prepared from three different 

preparations. 

All the obtained PDL cells were characterized by the level of alkaline phosphatase 

(ALP) activity and the ability to initiate an in vitro calcification after cultured in the 

osteogenic condition  medium for 14-16 days. 

 

Application of Mechanical Stress 

Mechanical stress was applied as previously described (27).  Briefly, cells were 

seeded in six-well plates at a density of 25,000 cells cm–2 for 16 h.  A plastic cylinder 

containing metal coins was placed over the culture to generate compressive forces ranging 

from 0 to 2.5 g/cm2 for 0 to 4 h. 

 

Measurement of extracellular ATP (Luciferin-luciferase bioluminescence assay) 

Cells were seeded in six-well plates at a density of 25,000 cells cm–2 and grown to 

approximately 90% confluence.  After deprivation of serum for 6 h, mechanical stress was 

applied to the culture.  For the inhibitory experiments, inhibitors were added 30 min prior 

to stress application. Culture medium was collected for extracellular ATP measurement 
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using a highly sensitive luciferase based technique (ENLITEN®ATP Assay System 

Bioluminescence Detection Kit for ATP, Promega, Madison, WI, USA).  The assay used 

recombinant luciferase to catalyze the following reaction; ATP + D-Luciferin + O2 � 

Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Light (560 nm). When ATP was the limiting 

component in the luciferase reaction, the intensity of the emitted light was proportional to 

ATP concentration. Measurement of the light intensity using a luminometer (Victor Light 

Luminescence Counter, PerkinElmer Ltd., Salem, MA, USA) permitted direct quantitation 

of ATP.  A calibration curve was generated for each luciferase assay by serial dilution of an 

ATP standard. 

 

Inhibitors 

For inhibitory experiments, inhibitors or small interfering RNA (siRNA) were 

added 30 min or 24 h respectively prior to stress application. The inhibitors used included 

5-10 µM carbenoxolone disodium salt (Sigma-Aldrich Chemical), 20 µM meclofenamic 

acid sodium salt (Sigma-Aldrich Chemical), 100 µM spermine (Sigma-Aldrich Chemical), 

12.5-25 nM thapsigargin (Sigma-Aldrich Chemical), 25-50 µM [3,4,5-trimethoxybenzoic 

acid 8-(diethylamino)octyl ester]; TMB-8  (BIOMOL Research Laboratories, Inc., 

Plymouth, PA, USA), 100-200 µg/ml heparin sodium salt (Sigma-Aldrich Chemical), 25-

50 µM 2-Aminoethoxydiphenyl borate; 2-APB (Sigma-Aldrich Chemical), and siRNA 

oligonucleotide specific to Cx43 and control oligonucleotide (Santa Cruz Biotechnology).   

 

Extraction of RNA and semiquantitative RT-PCR 

Total cellular RNA was extracted with Tri-reagent (Molecular Research Center, 

Cincinnati, OH, USA) according to the manufacturer’s instructions. One microgram of 

each RNA sample was converted to cDNA by reverse transcription using avian 
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myeloblastosis virus reverse transcriptase (Promega, Madison, WI, USA) for 1.5 h at 42°C. 

Subsequent to reverse transcription, PCR was performed. Primers were prepared following 

the reported sequences from GenBank.  The oligonucleotide sequences were shown in 

Table 1. PCR was performed in DNA thermal cyclers (Biometra, Gottingen, Germany), 

using Taq polymerase (Qiagen, Hilden, Germany) with a PCR volume of 25 µl. The 

amplification profile for RANKL (32 cycles) was one cycle at 94°C for 1 min, 

hybridization at 60°C for 1 min and extension at 72°C for 2 min, followed by one extension 

cycle at 72°C for 10 min. The same profile was also used for osteoprotegerin (24 cycles), 

pannexin1 (35 cycles), Cx26 (35 cycles), Cx32 (35 cycles), Cx37 (35 cycles), Cx40 (35 

cycles), Cx43 (35 cycles), Cx45 (35 cycles), Cx50 (35 cycles), and glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase; GAPDH (22 cycles). The amplified DNA was electrophoresed 

on 1% agarose gel and visualized by ethidium bromide fluorostaining.   

 

Western blot analysis 

For protein detection, total protein was extracted with radioimmunoprecipitation 

assay (RIPA) buffer.  Protein concentrations were quantified using a protein assay kit 

(BCA protein assay kit; Pierce Bio-technology, Rockford, IL, USA).  Equal amounts of 

protein samples were subjected to electrophoresis on a 10% sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel and subsequently transferred onto a nitrocellulose membrane.  To 

reduce non-specific binding, membranes were incubated in 5% non-fat milk for 1 h before 

being incubated in primary antibody raised against RANKL (clone: 70513 dilution 1:50; 

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), Cx43 (clone: CX-1B1 dilution 1:250; Invitrogen 

Corporation), or actin (clone: C4 dilution 1:1000; Chemicon International).  Membranes 

were then incubated in biotinylated secondary antibody, followed by peroxidase-labeled 

streptavidin.  The signal was captured by chemiluminescence (SuperSignal® West Pico 
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Stable Peroxide Solution and SuperSignal® West Pico Luminol/Enhancer Solution, Pierce 

Bio-technology, Rockford, IL, USA). 

 

Dye-Uptake Assay 

 Transmembrane flux of low molecular weight dyes is a commonly used method for 

assessing the presence and function of connexin hemichannels.  For an independent 

verification that a gap junction-like channel is involved in ATP release, we evaluated the 

uptake of 5(6)-carboxyfluorescein, a fluorescent tracer molecule with a molecular weight 

of 376.32 daltons (Sigma-Aldrich Chemical), into HPDL cells after undergoing mechanical 

stress. Gap junction inhibitors were added 30 min prior to 5 min mechanical stress 

application. Cells were then incubated in 5 mM 5(6)-carboxyfluorescein for 10 min, 

washed with PBS and Tyrode’s solution, and observed under a fluorescence microscope. 

Background dye uptake was defined as fluorescence achieved in the absence of mechanical 

stress.  Images were acquired using an Axiovert 40CFL microscope (Carl Zeiss, Germany). 

 

Transfection of small interfering RNA 

HPDL cells were grown in six-well plates, in medium without antibiotics, to 70-

80% confluence.  Cells were treated with a mixed solution of siRNA oligonucleotides 

specific to Cx43 according to the manufacturer’s instructions (Santa Cruz Biotechnology) 

and were transfected with siRNA for 24 h before8treatment.  For the control, cells were 

treated with control siRNA (Santa Cruz Biotechnology). 

 

Statistic analysis 
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All data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) using statistical 

software (SPSS, Chicago, IL, USA). Scheffe’s test was used for post hoc analysis (p < 

0.05). 

 

 

Results 

Carbenoxolone, a gap junction inhibitor, attenuated stress-induced ATP release. 

To study the mechanism of extracellular ATP release in HPDL cells, we first 

measured the extracellular ATP within the culture media after HPDL stimulation with 

mechanical stress.  A force dependent mechanism of  ATP release was observed (p<0.05) 

(Fig.1A).  A mechanical stress level of 2.5 g/cm2 was selected for use in the time course 

experiment of ATP release.  An increase in ATP was noted within 1 min after stress 

application.  The amount of ATP decreased after 10 min but increased again at 2 h (Fig. 

1B).   

Carbenoxolone, a non-specific inhibitor of gap junctions, was added 30 min prior to 

stress application in order to investigate the influence of gap junction in mechanical stress 

induced-ATP release in HPDL cells.  The 2.5 g/cm2 of mechanical stress was applied on 

HPDL cells for 5 min in the presence or absence of carbenoxolone. Our results showed 

carbenoxolone significantly suppressed mechanical stress-induced ATP release (Fig.2A).  

Moreover, carbenoxolone inhibited the upregulation of RANKL but not osteoprotegerin 

(OPG) mRNA expression induced by mechanical stress (Fig.2B), corresponding to  

previous results showing stress-induced RANKL mRNA expression through the release of 

ATP.  
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 The effect of carbenoxolone prompted us to examine the expression of gap junction 

proteins in HPDL cells.  By using RT-PCR analysis, we observed HPDL cells expressed at 

least 7 gap junction proteins including Cx26, 32, 37, 40, 43, 45 and pannexin1 (Fig.2C). 

 

Cx43 is involved in stress-induced ATP release in HPDL cells 

 In order to clarify the type of gap junction involved in ATP release, specific gap 

junction inhibitors were used.  Specific inhibitors to Cx40 and Cx43 were selected based on  

previous reports (18-20, 28).  Results in Figure 3A indicated the Cx43 inhibitor 

(meclofenamic acid sodium salt), but not the Cx40 inhibitor (spermine) attenuated stress-

induced ATP release.  Application of the Cx43 inhibitor, but not the Cx40 inhibitor, also 

suppressed the mechanical stress-induced RANKL but not OPG at both mRNA (Fig.3B) 

and protein levels (Fig.3C), supporting the role of Cx43 in mechanical stress induced ATP 

release and RANKL upregulation.  

The significance of Cx43 hemichannels in stress-induced ATP release was further 

investigated by transient transfection of HPDL cells with siRNA.  Control siRNA and 

Cx43 siRNA were transfected into HPDL cells for 24 h before mechanical stress 

application. We observed Cx43 siRNA effectively reduced the level of Cx43 mRNA 

(Fig.4A) and protein expression (Fig.4B) as shown in lane 4 of Figure 4A.  Downregulation 

of Cx43 expression by siRNA resulted in a strong inhibition of mechanical stress-induced 

ATP release (Fig.4C).  MOCK transfected cells (transfection reagent alone) and cells 

transfected with control siRNA showed a normal pattern of ATP release in responses to 

mechanical stress (Fig.4C).  

 

Mechanical stress-induced the opening of gap junction hemichannels 
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Dye uptake experiments were performed to examine the effect of mechanical 

stimulation on the opening of gap junction hemichannels.  Results showed increased 

carboxyfluorescein uptake by HPDL cells after mechanical stress application, compared to  

control (Fig.5A-B).  Furthermore, the inductive effect of mechanical stress on the opening 

of hemichannels was suppressed by carbenoxolone (data not shown) and Cx43 inhibitor 

(Fig.5C-D) but not Cx40 inhibitor (Fig.5E-F).   

 

Intracellular calcium participated in stress-induced ATP release 

It has been reported that an increase in intracellular calcium participates in the 

opening of hemichannels (24, 29).  To test whether intracellular calcium is involved in 

stress-induced gap junction opening, HPDL cells were incubated with TMB-8, which 

inhibits Ca2+ release from intracellular stores and Ca2+ influx, before treating the cells with 

mechanical stress.  As shown in Figure 6A, TMB-8 suppressed the amount of stress-

induced ATP release in a dose dependent manner.  Moreover, addition of thapsigargin, an 

inhibitor of calcium-ATPase to deplete intracellular storage, could significantly abolish the 

extracellular ATP released when compared to control (Fig.6B).  These results support that 

intracellular Ca2+storage is necessary for ATP release. 

Next, two IP3 antagonists, heparin and 2-APB were used to examine the role of the 

IP3 receptor.  Results showed both heparin (Fig.6C) and 2-APB (Fig.6D) significantly 

decreased mechanical stress-evoked ATP release, supporting the role of the IP3 receptor in 

stress-induced ATP release.  Furthermore, carboxyfluorescein dye uptake was attenuated 

by thapsigargin and 2APB (Fig.7), suggesting intracellular Ca2+ signaling might be the 

upstream signal to gap junction opening in HPDL cells.  

 

Discussion 
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Mechanical stress-induced ATP release has been reported in several cell types such as 

subepithelial fibroblasts (30), chondrocytes (31), airway epithelial cells (32), osteoblastic 

cells (33) and HPDL cells (6).  In HPDL cells, increased extracellular ATP resulted in the 

upregulation of OPN and RANKL expression (6, 26).  In this study, we investigated the 

mechanism of mechanical stress-induced ATP release.  Our results provide evidence that, 

in HPDL cells, ATP was released through Cx43 hemichannels.  Moreover, the mechanism 

of ATP release was regulated by an intracellular Ca2+ signaling pathway. 

The results of this study also indicate HPDL cells express at least 7 gap junction 

proteins including Cx26, 32, 37, 40, 43, 45 and pannexin1, similar to a study by Yamaoka 

et al. (34) which found HPDL cells expressed Cx32, Cx40, Cx43 and Cx45. The function 

of gap junction hemichannels was demonstrated by using carbenoxolone disodium salt, a 

nonspecific gap junction blocker.  The inhibitory effect of carbenoxolone on mechanical 

stress-induced ATP release supports that gap junction hemichannels are involved in the 

mechanism.   

Our findings also correspond with Bennett et al. (35) , which showed ATP and 

other small molecules can be released via hemichannel opening.  In our study, we focused 

on the role of Cx43 and Cx40 since there are evidences linking ATP efflux to these 

hemichannels in many cell types.  For example, human osteoblast-like initial transfectant 

(HOBIT) cells expressed Cx43 and released ATP in response to mechanical stimulation 

(33).  The efflux of ATP through Cx43 hemichannels in C6 cells was also identified in the 

membrane of hippocampal astrocytes in acutely prepared slices (20).  In addition, 

mechanical stimulation mediated ATP release through Cx40 hemichannels in an isolated 

glomerular endothelium cell (28).  Based on the strong blocking effects of a Cx43 inhibitor 

and Cx43 siRNA, our results indicate Cx43 is one of the ATP releasing channels in HPDL 

cells.   
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The balance of RANKL and OPG is important for osteoclast formation, activation 

and survival (36).  Therefore, increased expression of RANKL, but not OPG, would 

increase the RANKL/OPG ratio and promote osteoclastogenesis. Our studies revealed 

mechanical stress as well as ATP (26) could induce RANKL expression, but not OPG, in 

HPDL cells. It has been reported that there are different signaling pathways regulating 

RANKL and OPG.  Kanzaki et al. (37) demonstrated static mechanical compression 

promoted osteoclastogenesis via the upregulation of RANKL expression, while OPG 

expression remained constant throughout the application of compressive forces in HPDL 

cells. In contrast, OPG but not RANKL was upregulated in HPDL cells when cells were 

treated with strain or thrombin (38, 39).   

Transmembrane flux of low molecular weight dye, 5(6)-carboxyfluorescein, is a 

commonly used method for assessing the presence and function of connexin hemichannels 

(40, 41).  Our study showed mechanical stimulation of HPDL cells could evoke both dye 

uptake as well as ATP release.  The fact that Cx43 inhibitor suppressed dye uptake by 

mechanical stress stimulation suggested Cx43 might be a major gap junction protein which 

responds to mechanical stress.  In addition, the present work demonstrated mechanical 

stress-induced ATP release or dye uptake might require changes in intracellular Ca2+.  It is 

possible that the release of ATP by mechanical stress is not a direct effect of mechanical 

stress but is mediated by Ca2+ signaling cascade. 

The Ca2+ signaling associated with ATP release has been reported (5, 42).  

Increased intracellular Ca2+ has been implicated in ATP release from many cell types 

including osteoblast-like cells (43, 44).  Furthermore, reports suggested the increase in 

cytoplasmic free Ca2+ concentration could trigger Cx hemichannels opening (24, 29).  It is 

possible that mechanical stress altered intracellular Ca2+ levels, leading to the opening of 

Cx43 hemichannels, allowing the release of ATP in HPDL cells.  In agreement with the 
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role of increased intracellular Ca2+ levels in ATP release, application of Ca2+ blocker could 

inhibit mechanical stress-induced ATP release suggesting the importance of Ca2+ and Cx43 

in regulating mechanical stress-induced ATP release in HPDL cells. 

The question remains whether stress induced ATP release or ATP synthesis.  

Generally, the amount of intracellular ATP is in the millimolar ratio (45).  Our data 

indicated increased extracellular ATP could be detected within a minute after stress 

application.  Taken together, it is reasonable to postulate that mechanical stress induced 

ATP release from intracellular storage.  

 In conclusion, the present study showed mechanical stress induced ATP release 

through Cx43 hemichannels.  The mechanism of ATP release may depend on the 

intracellular Ca2+ signaling pathway.  Our results indicate an important role of Cx43 

hemichannels in the function and behavior of HPDL cells.  However, the identity of cell 

surface receptor(s), if any, responding to mechanical stress is still in question and needs 

further investigation.  
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Figure Legends 

Fig. 1 Mechanical stress-induced ATP release in HPDL cells 

Luciferin-luciferase assay was used to determine the amount of ATP release.  

HPDL cells were treated with different levels of mechanical stress ranging from 0 to 2.5 

g/cm2 and the amount of ATP released was measured (A).  Maximum extracellular ATP 

level was observed when a 2.5 g/cm2 stress was applied, therefore, this loading force was 

used in all later experiments.  (B) The amount of ATP released from HPDL cells was 

measured from 1 min to 2 h after a 2.5 g/cm2 stress treatment. The results show mechanical 

stress could induce ATP release in a dose and time dependent manner. The maximum 

extracellular ATP level was observed when  a 2.5 g/cm2 stress was applied for 5 min.  The 

results are expressed as mean ± SD from three separate experiments. *Significant 

difference, p < 0.05. 

 

Fig. 2 The release of ATP was attenuated by a gap junction inhibitor. 

Mechanical stress (2.5 g/cm2) was applied on cultured HPDL cells for 5 min and 2 

h to induce ATP release (A) and RANKL upregulation (B) respectively, in the presence or 

absence of a gap junction inhibitor carbenoxolone.  The inhibitor was added 30 min prior to 

stress application.  Carbenoxolone could attenuate the effect of mechanical stress on ATP 

release (A) and RANKL upregulation as judged by reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR) (B).   

(C) revealed the expression of gap junction proteins including connexin 26, 32, 37, 

40, 43, 45 and pannexin-1 in HPDL cells by RT-PCR. RANKL; receptor activator of 

nuclear factor kB ligand, OPG; osteoprotegerin, GAPDH; glyceraldehydes-3-phosphate 

dehydrogenase, Cx; connexin, Px; pannexin.  Results are expressed as mean ± SD from 

three individual experiments. *Significant difference, p < 0.05. 
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Fig. 3 Mechanical stress-induced ATP release and RANKL upregulation was strongly 

inhibited by a Cx43 inhibitor 

Mechanical stress (2.5 g/cm2) was applied on cultured HPDL cells in the presence 

or absence of 20 µM meclofenamic acid sodium salt (Cx43 inhibitor) or 100 µM spermine 

(Cx40 inhibitor).  Inhibitors were added 30 min prior to stress application.  Culture medium 

was collected after 5 min and ATP was measured using a Luciferin-luciferase assay.  RNA 

and protein were extracted after 2 h and 4 h stress application, respectively.  Results 

showed the Cx43 inhibitor, but not Cx40 inhibitor, could inhibit mechanical stress-induced 

ATP release (A) and upregulation of RANKL, but not OPG, at both mRNA (B) and protein 

level (C).  RANKL; receptor activator of nuclear factor kB ligand, OPG; osteoprotegerin, 

GAPDH; glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase.  Results are expressed as mean ± 

SD from three individual experiments. *Significant difference, p < 0.05. 

 

Fig. 4 Knockdown of Cx43 suppressed the inductive effect of mechanical stress on ATP 

release.  

A and B show the mRNA and protein levels of Cx43 in HPDL cells respectively, 

after transfection with Cx43 small interfering (si) RNA.  Graph in C indicates Cx43 siRNA 

transfection inhibited the inductive effect of mechanical stress-induced ATP release while 

the control siRNA (siCtrl) and the addition of transfection reagent alone (MOCK) had no 

effect.  The results support a role of Cx43 in ATP release.  Results are expressed as mean ± 

SD from three individual experiments. *Significant difference, p < 0.05. 

 

Fig. 5 Mechanical stress induced opening of Cx43-hemichannels in HPDL cells.  
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HPDL cells were incubated with 5 mM 5(6)-carboxyfluorescein prior to treatment 

with 2.5 g/cm2 of mechanical stress for 5 min.  Meclofenamic acid sodium salt (Cx43 

inhibitor) or spermine (Cx40 inhibitor) was added 30 min prior to stress application.  

Cultures were washed with PBS and Tyrode’s solution, and observed under a fluorescent 

microscope.  The presence of fluorescence signal indicated the influx of carboxyfluorescein 

into the cells after stress application (A-B).  Addition of Cx43 (C-D) and Cx40 (E-F) 

inhibitors reduced the fluorescence signal in HPDL cells receiving mechanical stress. By 

fluorescent analysis, the Cx43 inhibitor appears to be more effective than the Cx40 

inhibitor.  Scale bar = 50 µm. 

 

Fig. 6 The mechanism of ATP release depend on intracellular calcium signaling.  

HPDL cells were pre-treated with the intracellular calcium inhibitor TMB-8 (A), 

thapsigargin (B), IP3 inhibitors heparin (C) and 2-APB (D) for 30 min prior to mechanical 

stress application.  All inhibitors could significantly inhibit ATP release induced by 

mechanical stress. Results are expressed as mean ± SD from three individual experiments. 

*Significant difference, p < 0.05. 

 

Fig. 7 Blockage of carboxyfluorescein influx by thapsigargin and 2APB.  

HPDL cells were incubated with thapsigargin or 2APB for 30 min prior to 5 min 

mechanical stress application.  The addition of carboxyfluorescein resulted in the influx of 

fluorescence into the cells after stress application (A-B).  The presence of thapsigargin and 

2APB inhibited the uptake of carboxyfluorescein (C-F), indicating the role of an 

intracellular Ca2+ signaling pathway and IP3 receptor in stress-induced hemichannel 

opening. Scale bar = 50 µm. 
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Table 1: Details of primers used in this study. 

 

Gene 

 

Accession number Forward Primer 

Sequence (5’ ����  3’) 

Reverse Primer 

Sequence (5’  ����  3’) 

Product 

size (bp) 

 
RANKL 
 
OPG 
 
Px1 
 
Cx26 
 
Cx32 
 
Cx37 
 
Cx40 
 
Cx43 
 
Cx45 
 
Cx50 
 
GAPDH 

 
NM 033012.3 
 
NM 002546.3 
 
NM 015368.3 
 
NM 004004.5 
 
NM 001097642.2 
 
NM 002060.2 
 
NM 181703.2 
 
NM 000165.3 
 
NM 001080383.1 
 
NM 005267.3 
 
NM 002046.3 
 
 

 
CCAGCATCAAAATCCCAAGT 
 
TCAAGCAGGAGTGCAATCG 
 
GGATCCTGAGAAACGACAGC 
 
GCAGAGACCCCAACGCCGAGAC 
 
CTGCTCTACCCGGGCTATGC  
 
GGTGGGTAAGATCTGGCTGA 
 
GGGAGGCCATATTATTGCTG 
 
GGACATGCACTTGAAGCAGA 
 
CACGGTGAAGCAGACAAGAA 
 
TCATCCTGTTCATGTTGTCTGTGGC 
 
TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT 
 

 
CCCCTTCAGATGATCCTTC 
 
AGAATGCCTCCTCACACAGG 
 
CTCTGTCGGGCATTCTTCTC 
 
GCAGACAAAGTCGGCCTGCTCA 
 
CAGGCTGAGCATCGGTCGCTCT 
 
ATAGGTGCCCATCAGTGCTC 
 
GTGGCAGAGAAGGCAGAACT 
 
CAGCTTGTACCCAGGAGGAG 
 
GCAAAGGCCTGTAACACCAT 
 
AACCTCGGTCAAGGGGAAATAGT 
 
TCACACCCATGACGAACATGG  
 

 
602 

 
341 

 
496 

 
239 

 
330 

 
406 

 
486 

 
496 

 
417 

 
238 

 
395 
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Fig. 1 Mechanical stress-induced ATP release in HPDL cells 
Luciferin-luciferase assay was used to determine the amount of ATP release.  HPDL cells were 

treated with different levels of mechanical stress ranging from 0 to 2.5 g/cm2 and the amount of 

ATP released was measured (A).  Maximum extracellular ATP level was observed when a 2.5 g/cm2 
stress was applied, therefore, this loading force was used in all later experiments.  (B) The amount 

of ATP released from HPDL cells was measured from 1 min to 2 h after a 2.5 g/cm2 stress 
treatment. The results show mechanical stress could induce ATP release in a dose and time 

dependent manner. The maximum extracellular ATP level was observed when  a 2.5 g/cm2 stress 
was applied for 5 min.  The results are expressed as mean ± SD from three separate experiments. 

*Significant difference, p < 0.05. 
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Fig. 2 The release of ATP was attenuated by a gap junction inhibitor. 
Mechanical stress (2.5 g/cm2) was applied on cultured HPDL cells for 5 min and 2 h to induce ATP 
release (A) and RANKL upregulation (B) respectively, in the presence or absence of a gap junction 
inhibitor carbenoxolone.  The inhibitor was added 30 min prior to stress application.  Carbenoxolone 
could attenuate the effect of mechanical stress on ATP release (A) and RANKL upregulation as 

judged by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) (B).   
(C) revealed the expression of gap junction proteins including connexin 26, 32, 37, 40, 43, 45 and 
pannexin-1 in HPDL cells by RT-PCR. RANKL; receptor activator of nuclear factor kB ligand, OPG; 
osteoprotegerin, GAPDH; glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase, Cx; connexin, Px; 

pannexin.  Results are expressed as mean ± SD from three individual experiments. *Significant 

difference, p < 0.05.  
70x52mm (600 x 600 DPI)  
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Fig. 3 Mechanical stress-induced ATP release and RANKL upregulation was strongly inhibited by a 
Cx43 inhibitor 

Mechanical stress (2.5 g/cm2) was applied on cultured HPDL cells in the presence or absence of 20 
µM meclofenamic acid sodium salt (Cx43 inhibitor) or 100 µM spermine (Cx40 inhibitor).  Inhibitors 
were added 30 min prior to stress application.  Culture medium was collected after 5 min and ATP 

was measured using a Luciferin-luciferase assay.  RNA and protein were extracted after 2 h and 4 h 
stress application, respectively.  Results showed the Cx43 inhibitor, but not Cx40 inhibitor, could 

inhibit mechanical stress-induced ATP release (A) and upregulation of RANKL, but not OPG, at both 
mRNA (B) and protein level (C).  RANKL; receptor activator of nuclear factor kB ligand, OPG; 

osteoprotegerin, GAPDH; glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase.  Results are expressed as 
mean ± SD from three individual experiments. *Significant difference, p < 0.05. 
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Fig. 4 Knockdown of Cx43 suppressed the inductive effect of mechanical stress on ATP release.  
A and B show the mRNA and protein levels of Cx43 in HPDL cells respectively, after transfection 
with Cx43 small interfering (si) RNA.  Graph in C indicates Cx43 siRNA transfection inhibited the 
inductive effect of mechanical stress-induced ATP release while the control siRNA (siCtrl) and the 
addition of transfection reagent alone (MOCK) had no effect.  The results support a role of Cx43 in 
ATP release.  Results are expressed as mean ± SD from three individual experiments. *Significant 

difference, p < 0.05. 
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Fig. 5 Mechanical stress induced opening of Cx43-hemichannels in HPDL cells.  
HPDL cells were incubated with 5 mM 5(6)-carboxyfluorescein prior to treatment with 2.5 g/cm2 of 

mechanical stress for 5 min.  Meclofenamic acid sodium salt (Cx43 inhibitor) or spermine (Cx40 

inhibitor) was added 30 min prior to stress application.  Cultures were washed with PBS and 
Tyrode’s solution, and observed under a fluorescent microscope.  The presence of fluorescence 

signal indicated the influx of carboxyfluorescein into the cells after stress application (A-B).  Addition 
of Cx43 (C-D) and Cx40 (E-F) inhibitors reduced the fluorescence signal in HPDL cells receiving 

mechanical stress. By fluorescent analysis, the Cx43 inhibitor appears to be more effective than the 
Cx40 inhibitor.  Scale bar = 50 µm. 
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Fig. 6 The mechanism of ATP release depend on intracellular calcium signaling.  
HPDL cells were pre-treated with the intracellular calcium inhibitor TMB-8 (A), thapsigargin (B), IP3 
inhibitors heparin (C) and 2-APB (D) for 30 min prior to mechanical stress application.  All inhibitors 
could significantly inhibit ATP release induced by mechanical stress. Results are expressed as mean 

± SD from three individual experiments. *Significant difference, p < 0.05. 
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Fig. 7 Blockage of carboxyfluorescein influx by thapsigargin and 2APB.  

HPDL cells were incubated with thapsigargin or 2APB for 30 min prior to 5 min mechanical stress 
application.  The addition of carboxyfluorescein resulted in the influx of fluorescence into the cells 

after stress application (A-B).  The presence of thapsigargin and 2APB inhibited the uptake of 
carboxyfluorescein (C-F), indicating the role of an intracellular Ca2+ signaling pathway and IP3 

receptor in stress-induced hemichannel opening. Scale bar = 50 µm. 
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Table 1: Details of primers used in this study. 

 

Gene 

 

Accession number Forward Primer 

Sequence (5’ ����  3’) 

Reverse Primer 

Sequence (5’  ����  3’) 

Product 

size (bp) 

 
RANKL 
 
OPG 
 
Px1 
 
Cx26 
 
Cx32 
 
Cx37 
 
Cx40 
 
Cx43 
 
Cx45 
 
Cx50 
 
GAPDH 

 
NM 033012.3 
 
NM 002546.3 
 
NM 015368.3 
 
NM 004004.5 
 
NM 001097642.2 
 
NM 002060.2 
 
NM 181703.2 
 
NM 000165.3 
 
NM 001080383.1 
 
NM 005267.3 
 
NM 002046.3 
 
 

 
CCAGCATCAAAATCCCAAGT 
 
TCAAGCAGGAGTGCAATCG 
 
GGATCCTGAGAAACGACAGC 
 
GCAGAGACCCCAACGCCGAGAC 
 
CTGCTCTACCCGGGCTATGC  
 
GGTGGGTAAGATCTGGCTGA 
 
GGGAGGCCATATTATTGCTG 
 
GGACATGCACTTGAAGCAGA 
 
CACGGTGAAGCAGACAAGAA 
 
TCATCCTGTTCATGTTGTCTGTGGC 
 
TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT 
 

 
CCCCTTCAGATGATCCTTC 
 
AGAATGCCTCCTCACACAGG 
 
CTCTGTCGGGCATTCTTCTC 
 
GCAGACAAAGTCGGCCTGCTCA 
 
CAGGCTGAGCATCGGTCGCTCT 
 
ATAGGTGCCCATCAGTGCTC 
 
GTGGCAGAGAAGGCAGAACT 
 
CAGCTTGTACCCAGGAGGAG 
 
GCAAAGGCCTGTAACACCAT 
 
AACCTCGGTCAAGGGGAAATAGT 
 
TCACACCCATGACGAACATGG  
 

 
602 

 
341 

 
496 

 
239 

 
330 

 
406 

 
486 

 
496 
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